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序 論 

ヒ素は環境中および食品中に広く存在し，皮膚疾患や神経疾患，免疫抑制，皮膚，

肺，腎臓，肝臓および膀胱における発がんなど種々の健康被害をもたらすことが知ら

れている。特に井戸水の汚染による慢性ヒ素中毒は，東南アジア，中南米を中心に大

きな環境問題の一つになっている。またヒ素は過去にその毒性の強さを利用して，木

材防腐剤の成分として使用されていたことから，大量の建築廃木材による環境汚染も

懸念されている。このようにヒ素は身の回りに常に存在し，健康被害を起こす可能性

があるため，生体への影響を正しく評価するための毒性作用機序の解明は重要な課題

である。本研究では，ヒ素およびヒ素を含む木材防腐剤の毒性影響について，特に酸

化ストレスに着目し，その毒性メカニズムの解明を試みた。 

第 1 章では，ヒ素による膀胱発がんメカニズムについて検討した。ヒ素化合物は，

自然界では無機および有機態で存在しており，飲料水中には主として無機ヒ素化合物

が含まれている。無機ヒ素は体内に吸収されるとメチル化代謝され，尿中へ排泄され

る [Aposhian et al., 2004; Thomas et al., 2004]。その主要な尿中代謝物であるジメチルア

ルシン酸 [DMA(V)] は，ヒトにおけるヒ素の膀胱発がんに重要な役割を果たすと考

えられている [Wei et al., 2002]。DMA(V) をラットに経口投与すると肝臓において代

謝され，より毒性の強いジメチル亜ヒ酸 [DMA(III)] が生成され，膀胱がんが誘発さ

れることが報告されている  [Salnikow and Zhitkovich, 2008; Wanibuchi et al., 1996; 

Yamamoto et al., 1995]。第 1 章では，ラットにおける膀胱内投与法を確立し，DMA(V) 

を膀胱内へ投与することにより，DMA(V) 自体が肝臓での代謝を介さずに直接，膀胱

に及ぼす影響を評価した。また酸化ストレスの関与を検討するため抗酸化剤であるＮ

-アセチルシステイン（NAC）の低用量あるいは高用量を併せて膀胱内投与する群を

設けた。 

第 2 章では，ヒ素を含む木材防腐剤であるクロム・銅・ヒ素化合物系木材防腐剤

（CCA）に着目した。CCA は過去に世界中の木材建造物で広く使用されていたため，
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現在でもそれらの多くが撤去されずに残存している。2011 年に発生した東日本大震

災では，住宅土台に使用された CCA 処理木材が災害廃棄物として大量に発生し，そ

の廃材からのヒ素等の流出およびそれに伴うヒトへの曝露が懸念された。このような

状況にも関わらず，CCA の毒性評価は構成要素のクロム（CrO3），銅（CuO），ヒ素

（As2O5）それぞれの毒性情報を参考になされているに留まり，CCA 全体としての毒

性は基本情報すら乏しい。そこで一般的な毒性情報を得る目的で雌雄のラットを用い，

CCA の 4 週間反復経口投与試験を実施した。 

第 3 章では，ヒ素曝露によるヒトの肝障害・肝発がんを考慮し，第 2 章で明らかと

なった CCA 投与による酸化ストレスの増加を伴う雌の肝毒性に着目した。ヒ素の毒

性発現にはその代謝過程が深く関与しており，肝臓はヒ素のメチル化代謝の主要な臓

器である。そのため第 3 章では，肝臓において免疫組織化学的検索，網羅的遺伝子発

現解析および DNA メチル化解析を実施し，CCA 誘発肝毒性の発現機序解明を試みた。 
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略語説明 

 

3-NT 3-ニトロチロシン 

4-HNE 4-ヒドロキシ-2-ノネナール 

8-OHdG 8-ヒドロキシデオキシグアノシン 

A/G ratio アルブミン／グロブリン比 

Alb アルブミン 

ALT アラニンアミノトランスフェラーゼ 

As(III) 亜ヒ酸 

As(V) ヒ酸 

AST アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ 

BrdU 5-bromo-2'-deoxyuridine 

BUN 血中尿素窒素 

CCA クロム・銅・ヒ素化合物系木材防腐剤 

Cdkn1b/p27 cyclin-dependent kinase inhibitor 1B 

CGI CpG アイランド 

CHCMm 成熟赤血球細胞性ヘモグロビン濃度平均 

CHCMt 全赤血球細胞性ヘモグロビン濃度平均 

Chr 網状赤血球あたりのヘモグロビン含量 

Cl 塩素 

Ctcf CCCTC-binding factor 

CTL 対照群 

Cy3 cyanine 3 

Cy5 cyanine 5 

DMA ジメチル化ヒ素 

DMA(III) ジメチル亜ヒ酸 

DMA(V) ジメチルアルシン酸 

DMT1 2 価金属トランスポーター1 

Dnmt DNA メチル基転移酵素 

Dnmt1 DNA methyltransferase 1 

Dnmt3a DNA methyltransferase 3 alpha 

Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GGTP γ-グルタミルトランスペプチダーゼ 

Glob グロブリン 

Gluc 血糖 

GSH グルタチオン 

GSSG グルタチオンジスルフィド 

GST グルタチオン S 転移酵素 

Gsta2 glutathione S-transferase alpha 2 

Gsta3 glutathione S-transferase alpha 3 
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H&E ヘマトキシリン・エオジン 

Hb ヘモグロビン濃度 

HDW 赤血球血色素濃度分布幅 

HSP 熱ショックタンパク質 

Ht ヘマトクリット値 

iAs 無機ヒ素 

K カリウム 

LI 標識率 

MCH 平均赤血球血色素量 

MCHC 平均赤血球血色素濃度 

MCVm 成熟赤血球平均赤血球容積 

MCVr 網状赤血球平均赤血球容積 

MCVt 全赤血球平均赤血球容積 

MeDIP メチル化 DNA 免疫沈降法 

Mgst1 microsomal glutathione S-transferase 1 

MMA モノメチル化ヒ素 

MMA(III) モノメチル亜ヒ酸 

MMA(V) モノメチルアルソン酸 

Mt1 metallothionein 1 

NAC Ｎ-アセチルシステイン 

P 無機リン 

PCNA 増殖細胞核抗原 

PSSG S-グルタチオン化タンパク質 

RDW 赤血球容積分布幅 

Retics 網状赤血球数 

SAM S-アデノシルメチオニン 

SOD スーパーオキシドディスムターゼ 

T.Bil 総ビリルビン 

T.Chol 総コレステロール 

TG トリグリセライド 

TMA トリメチル化ヒ素 

TP 総蛋白 

TSS 転写開始点 

TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling 
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第 1 章 膀胱内投与法を用いたヒ素尿中代謝物ジメチルアルシン酸による 

毒性影響の検索および抗酸化剤の増強作用
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諸 言 

無機ヒ素（iAs）を含む飲料水の摂取によって生じる慢性ヒ素中毒は，世界的な公衆

衛生上の懸念となっている [Yoshida et al., 2004]。3 価および 5 価の iAs である亜ヒ酸 

[As(III)]，ヒ酸  [As(V)]，その 3 価のモノメチル化体であるモノメチル亜ヒ酸 

[MMA(III)] およびジメチル化体である DMA(III) への曝露が皮膚，肺，腎臓，肝臓お

よび膀胱の癌の発生と関連していることを示す証拠が蓄積されている [Tapio and 

Grosche, 2006]。しかし，ヒ素の作用機序については，その詳細は解明されていない 

[Cohen et al., 2007]。 

iAs は腸から容易に吸収され，肝臓で酵素によりメチル化され，モノメチルアルソ

ン酸 [MMA(V)] や DMA(V) といった有機態のヒ素となり，いずれも主要代謝物とし

て尿中に排泄される。DMA(V) は，ラット膀胱に発がん性を示すことが報告されてお

り [Cohen et al., 2007; Salnikow and Zhitkovich, 2008; Wanibuchi et al., 1996; Yamamoto et 

al., 1995]，DMA(V) の曝露はヒトに対するヒ素の膀胱発がんリスクに関連すると考え

られる [Wei et al., 2002]。したがって，DMA(V) を用いたラット膀胱発がんモデルは，

ヒ素による発がん機序を明らかにするのに有用なモデルである。このモデルでは，発

がんの作用機序として，DMA(III) を含む反応性代謝物の生成による細胞毒性が関連

することが知られており [Salnikow and Zhitkovich, 2008]，その後，再生性過形成，最

終的に腫瘍形成に至ると考えられている [Arnold et al., 1999]。また，酸化ストレスは，

尿中の 8-ヒドロキシデオキシグアノシン（8-OHdG）がヒト [Yamauchi et al., 2004] お

よびラット [Kinoshita et al., 2007] におけるヒ素曝露の主要なマーカーになっている

ことからも，ヒ素における発がん作用機序との関連が in vitro および in vivo ともに非

常に注目されている。興味深いことに抗酸化剤であるアスコルビン酸および NAC は，

in vitro でラット膀胱上皮細胞 MYP3 における DMA(V) 誘発細胞毒性を抑制すること

が報告されており，DMA(V) の毒性発現には酸化ストレスの関与が示唆される [Wei 

et al., 2005]。NAC は含硫アミノ酸システインの誘導体であり，システインから強力な
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抗酸化作用を有するグルタチオン（GSH）への変換の中間体でもあるため，細胞内の

還元型 GSH 濃度を高めることにより，自然の抗酸化防御力を増強することが知られ

ている [Atmaca, 2004]。 

雌性ラットを用いた化学物質の膀胱内投与法は，膀胱における細胞毒性，細胞増殖，

腫瘍誘発メカニズムを解明する上で適切かつ信頼性の高い方法である [Hasegawa et 

al., 1990; Lijinsky et al., 1992; Masutomi et al., 2001; Shibata et al., 1990]。膀胱への局所投

与は，全身投与と異なり，特定の代謝物が膀胱に直接作用するかを評価することがで

きる。本研究では，膀胱内投与法を用いて，ヒ素の主要尿中代謝物である DMA(V) が

直接，尿路上皮へ及ぼす影響を検索し，NAC 投与が DMA(V) による細胞毒性および

細胞増殖を修飾するか否かを検討した。 
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材料および方法 

被験物質 

DMA(V)（純度 98%以上）および NAC（純度 99％以上）は，Sigma-Aldrich（セント

ルイス，ミズーリ州，米国）から購入した。DMA(V) と NAC は，膀胱内投与の直前

に生理食塩水に溶解した。DMA(V) および NAC 投与液の調製直後の pH は，それぞ

れ約 6 および 2 であり，NAC についてはラットの一般的な尿 pH 値（5～8）を参考

に，水酸化ナトリウム水溶液を添加して，pH をほぼ中性に調整した後，使用した。

DMA(V) と NAC の同時投与群の投与液には，DMA(V) と NAC の等量混合液を適切

な濃度に調製したものを用いた。 

 

供試動物 

雌性 F344/DuCrlCrlj ラット（9 週齢）を日本チャールス・リバー株式会社（神奈川）

から入手した。本系統は，DMA(V) のラット発がん性試験に使用された系統であるた

めこれを選択した [Cohen et al., 2007]。実験開始前に 1 週間の検疫・馴化期間を設け

た。動物は温度 24 ± 2C，湿度 55 ± 15%，換気回数 10 回以上／時間（オールフレッ

シュエアー法），照明時間 12 時間／日（午前 7 時点灯，午後 7 時消灯）に設定され

た動物飼育室で飼育した。1 ケージに 1 匹のラットを収容し，固型飼料（オリエンタ

ル MF，オリエンタル酵母工業株式会社，東京）と水道水を自由に摂取させた。すべ

ての動物実験は，日本実験動物学会発行の「動物実験指針」[JALAS, 1987] および残

留農薬研究所の動物実験倫理規程に従い実施した。 

 

実験デザイン 

1 週間の検疫・馴化期間を設け，動物の一般状態，体重変化に異常のないことを確

認した。試験開始時に全動物を無作為に無処置群 1 群，処置群 6 群の計 7 群に分け

た。処置群には，NAC 1.6 mg/kg（低用量）（N=4），NAC 90 mg/kg（高用量）（N=4），
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DMA(V) 10 mg/kg（N=6），DMA(V) 10 mg/kg＋NAC（低用量）（N=6），DMA(V) 10 

mg/kg＋NAC（高用量）（N=5），溶媒対照群（生理食塩水）（N=4）を設けた。膀胱

内投与は，以前の報告を参考に行った [Masutomi et al., 2001]。まず，ペントバルビタ

ール麻酔（30 mg/kg，i.p.）下で下腹部を軽く圧迫して膀胱内に残存する尿を排出させ

た。次にマウス用フレキシブル経口ゾンデ（日本クレア株式会社，静岡）の先に装着

したカテーテル（外径 0.61 mm，内径 0.28 mm；株式会社夏目製作所，東京）を尿道

から膀胱に導入し，注射筒を用いて上記の被験物質を注入した。膀胱内投与は 4 名の

投与者で実施した。試験に先立ち，投与に用いるカテーテルおよび膀胱内投与の手技

について十分に検討し，投与訓練を繰り返し行った上で試験を実施した。投与容量は

1 mL/kg 体重とした。投与 2 時間後，麻酔下のラットの尿道から膀胱内の溶液を強制

排尿させた。膀胱内投与は 3 日間隔で 2 回（0 時間および 72 時間）実施した。対照と

して，膀胱内投与を行わない無処置対照群（N=4）を設けた。予備実験として，0.1，

1，10 および 100 mg/kg の DMA(V) を雌性ラット（各群 N=1）の膀胱内に 1 回 2 時間

投与した。その結果，膀胱に軽度の炎症を引き起こす 10 mg/kg の DMA(V) を本試験

の投与用量とした。NAC の投与用量は，過去に報告された以下の in vitro 試験の結果

に基づいて体重当りの投与量を算出した。ラット膀胱上皮細胞 MYP3 を用いた in vitro

試験において，NAC は DMA(V) 誘発細胞毒性を 1 mM の濃度で抑制した [Wei et al., 

2005]。今回の試験は in vivo 試験であり，曝露時間が 2 時間と短いことを考慮し，約

10 倍量に相当する 1.6 mg/kg を低用量に，約 500 倍量に相当する 90 mg/kg を高用量に

設定した。試験期間中，動物の一般状態を観察し，体重測定を行った。 

全ての動物は，ジエチルエーテル麻酔下で 2 回目の投与の 1 日後に安楽殺した。ジ

エチルエーテル麻酔は，残留農薬研究所の動物実験倫理規程において，2011 年以降，

推奨されていないが，本章における試験は規定改訂前に実施された。安楽殺の 1 時間

前に，全動物に 100 mg/kg の 5-bromo-2'-deoxyuridine（BrdU；Sigma-Aldrich）を腹腔内

投与した [Shibata et al., 1990]。剖検時，膀胱に 10％中性緩衝ホルマリンを注入して適
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度に膨らませ，さらに同固定液で 24 時間浸漬固定した。膀胱は縦断方向で切り出し

し，常法に従ってパラフィン包埋，ヘマトキシリン・エオジン（H&E）染色して，病

理組織学的検査を行った。 

 

免疫組織化学的検索および陽性反応の解析 

免疫組織化学的検索は，Dako EnVision キット（Dako, グロストロップ, デンマーク）

を用いて実施した。すべての動物から得たパラフィン切片を用い，BrdU に対するモ

ノクローナル抗体（1000 倍；M0744；Dako）で免疫組織化学染色を行った。また，NAC

（低用量）群および DMA(V)＋NAC（低用量）群を除く他の群の選択した 4 匹の動物

について，以下のモノクローナル抗体を用いて免疫染色を行った：p44/42 MAPK

（ERK1/2）（200 倍；#9102；Cell Signaling Technology, ダンバース，マサチューセッ

ツ州，米国），リン酸化 p44/42 MAPK（Thr202/Tyr204）（100 倍；#4376；Cell Signaling 

Technology），サイクリン D1（100 倍；#2926；Cell Signaling Technology），3-ニトロ

チロシン（3-NT）（50 倍；ALX-804-505-C050；Alexis Biochemicals, サンディエゴ, カ

リフォルニア州, 米国），4-ヒドロキシ-2-ノネナール（4-HNE）（20 倍；MHN-020P；

日本老化制御研究所，静岡）。BrdU については，切片をプロテイナーゼ K 溶液（Dako）

で 15 分前処理した後，4N 塩酸に 20 分浸漬した。その他は 0.1M クエン酸緩衝液

（pH6.0）で 10 分間マイクロウェーブ前処理を行った。陽性反応は 3,3'-ジアミノベン

チジンで可視化し，核染色にはヘマトキシリンを用いた。BrdU の陽性対照としてす

べての動物の十二指腸を使用し，全動物から陽性反応が得られた。陰性対照は一次抗

体の代わりにリン酸緩衝生理食塩水を用いて確認した。BrdU 陽性の尿路上皮細胞の

比率を算出するため，1000 個の尿路上皮細胞を光学顕微鏡下で無作為にカウントし

た。カテーテル挿入による機械的損傷の影響が疑われる膀胱頸部の BrdU 陽性細胞は，

カウントの対象から除外した。BrdU 標識率（LI）は，標識された核の数をカウントさ

れた核の総数（1000 個）で割ることにより算出し，結果はパーセントで表した。3-NT
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と 4-HNE については，免疫染色強度を半定量解析した。すべての切片を同条件で染

色し，測定はイメージアナライザー（ニレコ，東京）を用いて行った [Yoshida et al., 

2001]。各標本について 5 視野を無作為に選択して測定した。 

 

統計解析 

BrdU LI，3-NT および 4-HNE の解析データは平均値±標準偏差で示し，データは

Holm の多重比較検定（両側検定）を用いて解析した。また病理組織学的所見の発生

率は，フィッシャーの正確確率検定（片側検定）を用いて解析した。有意水準は 5%

以下に設定した。  
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結 果 

膀胱の病理組織学的検査 

Table 1 に病理組織学的検査の結果を示す。投与期間中，動物の一般状態および体重

には明らかな異常は認められなかった。溶媒対照群（Figure 1A），NAC（低用量）群，

無処置対照群では，病理組織学的変化は観察されなかった。DMA(V) 投与群では 6 匹

中 1 匹，NAC（高用量）群では 4 匹中 1 匹に，尿路上皮および粘膜下層への好中球浸

潤を主体とする軽度な炎症が認められた（Figure 1B，C）。DMA(V) と NAC（低用量

または高用量）を同時投与したラットでは，それぞれ 6 匹中 4 匹，5 匹中 3 匹で軽度

から中等度の炎症反応が観察され，DMA(V) と NAC（高用量）を同時投与した 5 匹

中 2 匹では尿路上皮の過形成も認められた。1 匹は結節状過形成（Figure 1D），もう

1 匹は乳頭状過形成（Figure 1E）であり，粘膜下層の水腫と出血を伴っていた。また，

結節状過形成や乳頭状過形成の周囲には，び漫性の単純性過形成がみられた。単純性

過形成を含む尿路上皮細胞過形成を示した領域は膀胱の縦断面において約半分を占

めた。他の投与群では単純性過形成を含む増殖性病変は認められず，これらの過形成

性病変は DMA(V) と NAC（高用量）の同時投与に起因するものと考えられた。 

 

細胞増殖活性の解析と細胞増殖シグナルに関する免疫組織化学的検索 

細胞増殖活性を評価するため，膀胱における BrdU 陽性尿路上皮細胞数をカウント

した。NAC（低用量）群では，尿路上皮細胞の BrdU LI の増加は観察されなかった。

DMA(V) 投与群または NAC（高用量）群では，BrdU LI が溶媒対照群に比べ有意に増

加した（Figure 2A-D）。DMA(V) と NAC（高用量または低用量）の同時投与群では，

BrdU LI が顕著に増加し，これらの群における増加は，溶媒対照群または DMA(V) 投

与群と比較して統計学的に有意であった（Figure 2A，E）。これらの結果から，DMA(V) 

により誘発された細胞増殖を NAC（高用量または低用量）が促進することが示され

た。溶媒対照群の BrdU LI（1.6% ± 2.0%）は，無処置群（0.3% ± 0.2%）よりわずかに
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高かったが，この差異は統計学的に有意ではなかった。 

DMA(V) および NAC の同時投与群において細胞増殖活性の明らかな増加が観察さ

れたため，免疫組織化学染色を用いて細胞増殖に関連するシグナル伝達を検索した。

溶媒対照群の正常な尿路上皮細胞では，ERK1/2 の陽性反応が顕著であったが，リン

酸化 ERK1/2 の陽性反応は限局的であった（Figure 3A，C）。同様の陽性反応は，DMA(V) 

および NAC（高用量）群を含む他の処置群の正常尿路上皮細胞でも観察された。よっ

て，これらの群の正常尿路上皮細胞では，ERK1/2 を発現していたが，そのほとんど

が活性化（リン酸化）されていない状態であると考えられた。一方，DMA(V) および

NAC（高用量）の同時投与群では，尿路上皮細胞過形成領域において ERK1/2 および

リン酸化 ERK1/2 両方の著しい陽性反応が観察された（Figure 3B，D）。リン酸化さ

れた ERK1/2 の一部では，核内移行している像も観察された（Figure 3D）。また，

MAPK/ERK カスケードの下流に位置するサイクリン D1 の陽性反応は，リン酸化

ERK1/2 の陽性反応が得られた尿路上皮細胞過形成の領域でのみ核内に観察された

（Figure 3E，F）。これらの結果から，ERK1/2 の活性化およびサイクリン D1 の発現

が過形成領域に観察されることが示された。 

 

酸化ストレスマーカーの半定量的解析 

酸化ストレスが細胞増殖に関係するかを免疫組織学的に検討した。タンパク質の酸

化的損傷を示すバイオマーカーとして知られる 3-NT の免疫染色強度は，DMA(V) 投

与群または NAC（高用量）群で，溶媒対照群に比べわずかに上昇した（Figure 4A-D）。

DMA(V) と NAC（高用量）の同時投与により 3-NT の免疫染色強度はさらに増強さ

れ，溶媒対照群または NAC（高用量）群と比較して統計学的に有意であった（Figure 

4A，E）。一方，過酸化脂質の主要産物である 4-HNE の免疫染色強度は，いずれの投

与群においても溶媒対照群との間に明確な差は認められなかった。 
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考 察 

本章では，ヒ素による膀胱発がんメカニズムについて，主要尿中代謝物である

DMA(V) に着目し，膀胱内投与法を用いて，DMA(V) 自体が直接，膀胱に及ぼす影響

について評価した。また DMA(V) の及ぼす影響に酸化ストレスが関与するかを抗酸

化剤である NAC を用いて検討した。 

病理組織学的検査の結果，DMA(V) の膀胱内投与により，弱いながらも炎症が惹起

され，細胞増殖活性の亢進が認められた。これらの影響には，タンパク質の酸化的損

傷を示す 3-NT の増加を伴っていた。DMA(V) を用いたラット膀胱発がんモデルでは，

前述の通り，発がんの作用機序として，DMA(III) を含む反応性代謝物の生成による

細胞毒性が関連することが知られているが [Salnikow and Zhitkovich, 2008]，本研究結

果から DMA(V) 自体にも尿路上皮傷害および引き続く細胞増殖活性の亢進を誘発す

るポテンシャルがあることが示唆された。 

ラットの膀胱における DMA(V) 誘発発がん作用の機序として，酸化ストレスの関

与が提唱されており，本研究においてもそれを裏付けるような結果が得られた。そこ

で，抗酸化物質である NAC を膀胱内に同時投与することにより，DMA(V) による膀

胱傷害を抑制するかどうかを検討した。その結果，予想に反し，NAC との同時投与に

より DMA(V) 誘発の炎症と細胞増殖が促進され，最終的に乳頭状／結節状過形成が

形成されることが示された。これらの変化は，免疫組織化学的検索で示したように，

酸化ストレスマーカー3-NT の増加と活性化された ERK1/2 およびサイクリン D1 の発

現増加を伴っていた。細胞増殖の制御に中心的な役割を果たすことが知られる

MAPK/ERK シグナルの発現上昇は，ヒトにおける膀胱腫瘍形成の初期変化と一致し 

[Mo et al., 2007]，ヒト尿路上皮細胞におけるサイクリン D1 の持続的発現を正に制御

している [Huang et al., 2011]。また，ERK シグナルは，酸化ストレスや分裂促進刺激

によって活性化されることが知られている [Luster and Simeonova, 2004]。したがって，

これらの結果は，酸化ストレスを介した ERK の活性化が，DMA(V) 誘発の尿路上皮



18 

 

傷害および増殖に対する NAC の増強作用に重要な役割を担っていることを示唆して

いる。 

NAC と GSH はともにチオール基（-SH）を有する化合物であり，それらが酸化的

障害から生体を保護するメカニズムとして，ヒドロキシルラジカルを直接捕捉するこ

とが示唆されている。一方，チオールと反応性ラジカルとの相互作用によってチイル

ラジカルが生成されることも知られている [Sagrista et al., 2002]。Aitio は，酸化スト

レスが関連するとされるヒトの疾患における NAC の悪影響についてレビューしてい

る [Aitio, 2006]。例えば，吸入した NAC は慢性閉塞性肺疾患患者のヒドロキシペルオ

キシド生成を促進した [Szkudlarek et al., 2004]。また，健康なボランティアに 1.2 ある

いは 2.4 g/日の NAC を経口投与したところ，グルタチオンジスルフィド（GSSG；酸

化型グルタチオン）の血中濃度がコントロールより高くなり，GSH および GSH/GSSG

比の低下が認められた。これらのことから，NAC は使用量によって，おそらく酸化促

進剤として作用すると考えられる [Kleinveld et al., 1992]。興味深いことに，エタノー

ルの曝露時の NAC の前投与ではなく後投与は，脂質過酸化の増加を伴うエタノール

誘発急性肝障害を悪化させた [Wang AL et al., 2006]。本研究では，単独投与の場合，

低用量ではなく，高用量の NAC 投与のみでも炎症と細胞増殖を誘発したことから，

本研究の条件下では高用量の NAC は酸化促進剤として作用したことが示唆された。

DMA(V) と NAC の同時投与では，相加的に酸化ストレスを誘発し，結果として膀胱

上皮により深刻な傷害を与えることになったと推察された。 

また，増強作用の機序としては，NAC が還元剤として DMA(V) から反応性代謝物

を生成している可能性も考えられる。ヒ素の代謝過程は，その毒性および発がん性に

とって極めて重要である。細胞内に入ると，As(V) は酵素的に還元され，As(V) より

も反応性の高い As(III) となる。As(III) はメチル基の付加により酸化的にメチル化さ

れ [MMA(V)]，また 3 価に還元され [MMA(III)]，同様の反応を繰り返して DMA(V) 

と DMA(III) に代謝され，これが最も活性の高い代謝産物となる [Aposhian et al., 2004; 
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Thomas et al., 2004]。GSH は DMA(V) から DMA(III) と同様に DMA-GSH 結合体の生

成を仲介し，最終的に反応性の高いラジカル等（ dimethylarsenic peroxide, 

dimethylarsenic radical, dimethylarsenic peroxy radical）を生成する [Yamanaka et al., 2004]。

NAC は GSH の前駆体であることから，膀胱内環境において DMA(V) の還元を促進

することで反応性代謝物の生成を促進し，その酸化促進作用と抗酸化作用のバランス

を損ねた結果，より多くの酸化ストレスが誘発された可能性が示唆された。また，グ

ルタチオン-S-トランスフェラーゼ-オメガは，GSH の存在下で MMA(V) と DMA(V) 

の還元を触媒する [Aposhian et al., 2004]。この酵素は，ハムスター [Sampayo-Reyes et 

al., 2000] やマウス [Chowdhury et al., 2006] において，他の組織よりも膀胱に高い分

布を示すことが知られている。 

以上のようにラット膀胱に DMA(V) を膀胱内投与したところ，DMA(V) 自体によ

る尿路上皮傷害および増殖促進作用が確認され，NAC はそれらの反応を促進するこ

とが示された。DMA(V) に対する NAC の増悪作用については，2 つの可能性が考え

られた。第一に NAC が酸化促進剤として作用する可能性，第二に NAC が DMA(V) 

から反応性代謝産物の生成を促進する可能性である。膀胱における DMA(V) の作用

機序におけるこの抗酸化剤の役割を明らかにするためには，さらなる研究が必要であ

る。 
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小 括 

本章では，雌性ラットの膀胱にヒ素の主要な尿中代謝物である DMA(V) を膀胱内

投与したところ，DMA(V) 自体にも 3-NT の増加を伴う尿路上皮傷害および引き続く

細胞増殖活性の亢進を誘発するポテンシャルがあることが示唆された。抗酸化剤NAC

投与が DMA(V) によるこれらの影響を抑制するか否かを検討したところ，DMA(V) 

による尿路上皮傷害および増殖に対して NAC は抗酸化作用ではなく，酸化促進作用

を示すことが示唆された。DMA(V) に対するNACの増悪作用の機序については，NAC

が酸化促進剤として作用する可能性あるいは NAC が DMA(V) から反応性代謝産物

の生成を促進する可能性が考えられた。 
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第 2 章 クロム・銅・ヒ素化合物系木材防腐剤のラットにおける一般毒性の検索
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緒 言 

第 2 章では，ヒ素を含む木材防腐剤である CCA に着目した。CCA は害虫や菌類か

ら木材製品を保護するために家屋の土台部分，公共の木製遊具，花壇，デッキやフェ

ンスなどの屋外住宅構造物に長い間広く使用されてきた [Morais et al., 2021]。しかし，

ヒ素を含む CCA は人体への影響が懸念されるため，米国環境保護庁は 2003 年に，

「CCA 製造業者は家庭用の CCA 処理木材の製造を自主的に中止し，新しい代替木材

防腐剤を使用した木材製品を消費者に提供することを決定した」と発表し，2004 年以

降，米国では CCA 処理された木材は住宅周辺外構部材として使用されなくなった [岩

﨑, 2008; Katz and Salem, 2005; US EPA]。日本では，1960 年代初頭に導入されて以来

CCA 処理木材の市場は急速に拡大し，1980 年代半ばから 10 年間にわたって木材防腐

剤の市場シェアを席巻したが，1997 年 1 月に工場からのヒ素の排水基準が 0.3 mg/L

から 0.1 mg/L に改定されたのを契機に，全国の製造工場で一斉に CCA の使用が断念

され，新規保存剤に転換した [岩﨑, 2003]。他の多くの国でも，木材防腐剤としての

CCA の使用は制限されている [Englot, 2006]。しかしながら，CCA 処理木材を使用し

た構造物はまだ多く残存し，CCA は処理木材中に最大 10-40 年間残存する可能性があ

るため [McQueen and Stevens, 1998]，将来にわたって，CCA 処理木材から流出するヒ

素やクロムにヒトが曝露される可能性が残っている。CCA に含まれる金属は通常，酸

化物の形状で存在し，木材内部に加圧注入処理されることで使用される [Hingston et 

al., 2001]。注入された CCA は木材に強固に結合するため，当初，毒性のリスクは低い

と考えられていたが，実際には土壌，地下水，大気中に放出される可能性があること

が指摘されている [Dickey, 2003; Kim et al., 2007; Rahman et al., 2004]。例えば，降雨に

さらされた CCA 処理デッキを用いた実験では，ヒ素の高い流出が確認され，3 年間の

モニタリングで CCA 処理木材に当初含まれていた量から 13%のヒ素が溶出し，CCA

処理デッキが降雨にさらされると，流出および土壌中のヒ素濃度が高くなることが示

された [Shibata et al., 2007]。また，CCA 処理された遊具の下の表面土壌を設置後 16
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年目と 26 年目で比較すると，10 年間でヒ素の濃度が上昇しており，遊具が子供への

高い曝露源となっている可能性がある [Deramos et al., 2019]。 

CCA の環境曝露によるヒトへの毒性は，一般的な環境下ではヒトが曝露されるレ

ベルは極めて低いと考えられる。しかし，CCA への偶発的な曝露がヒトの健康に影響

を与える可能性を示唆するデータもいくつか報告されている。Peters らは，暖房のた

めに小型ストーブで CCA 処理木材を燃やしたある家族が，3 年間にわたり，特に冬期

に神経症状や内科的疾患を繰り返したと報告している [Peters et al., 1984]。また，同じ

著者らは，木材工場の労働者が CCA 処理木材の燃焼や製材により，血液疾患，皮膚

疾患，神経心理学的疾患を発症したことを報告している [Peters et al., 1986]。加えて東

日本大震災のような自然災害は，CCA のヒトへの曝露を増加させる可能性がある。

2011 年 3 月 11 日の地震とそれに続く津波により，CCA 処理木材を含む大量の木材ガ

レキが発生し，ヒ素，クロム，銅などの CCA 中の元素が環境中に拡散した可能性が

指摘されている [Ohgami et al., 2015; Shibata et al., 2012]。東日本大震災後の現地調査

において，回収した 233 本の木材破片の元素を測定したところ，クロム 10,000 ± 8869 

mg/kg，銅 2064 ± 1319 mg/kg，ヒ素 3380 ± 2328 mg/kg を含む CCA 処理木材が 5 本

（2.1%）検出された [Ohgami et al., 2015]。環境省が実施した震災被災地における土壌

の環境モニタリング調査では，宮城県内の 70 地点で調査した結果，CCA 処理木材由

来かどうかは不明であるが，25 地点（35.7%）で土壌溶出基準（0.01 mg/L）を超える

ヒ素の測定値（0.011～0.15 mg/L）が検出された [環境省, 2012]。さらに，ハリケーン・

カトリーナで発生した木材ガレキのヒ素の測定結果についても，ニューオーリンズで

同様の報告がある [Dubey et al., 2007]。これらの基準値を超えるヒ素が直ちに人体に

危害を及ぼすものではないが，CCA の偶発的な高濃度曝露に対するリスク評価のた

めの情報を得ることは極めて重要である。 

CCA に含まれる 3 つの化学物質はそれぞれ個別に消化器系，呼吸器系，泌尿器系，

神経系，循環器系，免疫系および皮膚に毒性を示すが [Abernathy et al., 1999; Frantzen, 
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1998; Matos et al., 2013; Ryan et al., 2000; Schäfer et al., 1999]，CCA 全体としての毒性

は，ラットでの急性毒性および催奇形性が報告されているものの [Mason and Edwards, 

1989; Mason et al., 1989]，基本的な毒性情報はまだまだ乏しい。以前，私が所属する研

究グループは CCA の免疫系に対する影響，特にアレルギーに関して，局所リンパ節

試験法を用いて CCA が皮膚感作性を有することを報告した [Fukuyama et al., 2008]。

本章では，CCA のリスク評価に有用な基礎的な毒性情報を提供するため，偶発的な高

用量でのCCA曝露を想定し，最大耐量でのラット 4週間強制経口投与試験を実施し，

CCA の一般毒性を検討した。 
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材料および方法 

化学物質 

市販の CCA にはヒ素，クロムおよび銅の混合比が異なる 3 種類が存在し，タイプ

A，B，C と呼ばれている [Hingston et al., 2001]。本実験では，酸化ヒ素（As2O5），酸

化クロム（CrO3），および酸化銅（CuO）をそれぞれ 45.1%，35.3%，および 19.6%含

む CCA タイプ B を使用した [American Wood Preservers Association, 2005]。タイプ B

は広く使用されており，3 種類の中で最もヒ素の含有量が多いためこれを選択した。

酸化ヒ素は岸田化学（大阪）から購入し，酸化クロムおよび酸化銅は関東化学（東京）

から購入した。投与液の調製は，まず酸化ヒ素および酸化クロムを注射用水（株式会

社大塚製薬工場，徳島）に溶解し，これに酸化銅を懸濁させる方法で行った。 

 

供試動物 

6 週齢の雌雄 Wistar Hannover SPF (BrlHan:WIST@Jcl[GALAS]) ラットを日本クレア

株式会社から購入した。本系統については，毒性評価に重要な背景データが豊富であ

るためこれを選択した。動物は温度 22 ± 3C，湿度 50 ± 20%，換気回数 10 回以上／

時間（オールフレッシュエアー法），照明時間 12 時間／日（午前 7 時点灯，午後 7 時

消灯）に設定された動物飼育室で飼育した。1 ケージに 2 匹のラットを収容し，飼料

は市販の MF 粉末（オリエンタル酵母工業株式会社）を与え，水道水は自由に摂取さ

せた。すべての動物は日本実験動物学会発行の「動物実験指針」[JALAS, 1987] およ

び残留農薬研究所の動物実験倫理規程に従って取り扱われた。 

 

実験デザイン 

9 ないし 10 日間の検疫・馴化期間後，健康な動物を雌雄それぞれ各群 10 匹の 4 群

に群分けした。被験物質の投与は，7 週齢で開始した。用量設定試験の結果に基づき，

CCA の投与用量は 0，8，40 および 80 mg/kg/日とし，胃ゾンデを用い，1 日 1 回，週
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7 日間，4 週間にわたり連続強制経口投与した。 

 

血液中の総クロム，銅，ヒ素量の分析 

4 週間投与終了後，対照群の雌雄各 1 匹および CCA 投与群の雌雄各 3 匹から血液

を採取し，血漿サンプルを用いて，誘導結合プラズマ質量分析法（Agilent 7500ce ICP-

MS，Agilent Technologies, サンタクララ, カリフォルニア州, 米国）および水素化物発

生原子吸光光度法（Spectr AA220，Varian，パロアルト, カリフォルニア州, 米国）で

総クロム，銅，ヒ素のレベルを測定した。分析には，内部標準としてイットリウムを

使用した。 

 

臨床症状観察，体重および摂餌量測定 

試験期間中，すべての動物について毎日臨床症状を観察し，体重と摂餌量を毎週測

定した。 

 

眼科学的検査，尿検査，血液および血液生化学的検査 

投与 4 週に全生存動物について，ハロゲン検眼鏡（株式会社ナイツ，東京）による

観察を含む眼科学的検査および尿検査を実施した [Kojima et al., 2009]。尿検査では，

各検査動物を個体別採尿ケージに入れて自然排泄により得られた新鮮尿を用いて，尿

比重，ブドウ糖，ビリルビン，ケトン体，潜血，pH，蛋白質，ウロビリノーゲンおよ

び尿沈渣の項目について，また動物を同ケージに一晩入れて蓄積尿を採取し，尿色と

尿量を検査した。尿検査の前に絶食は行わず，ラットは尿サンプリングの間，自由に

餌と水を摂取した。4 週間投与終了後に全生存動物について，血液および血液生化学

的検査を，既報の方法に従い実施した [Kojima et al., 2009]。血液サンプルは，一晩絶

食させた後，ジエチルエーテル麻酔下で各動物の後大静脈から採取した。ジエチルエ

ーテル麻酔は，残留農薬研究所の動物実験倫理規程において，2011 年以降，推奨され
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ていないが，本章における試験は規定改訂前に実施された。 

 

臓器重量測定および病理学的検査 

4 週間投与終了後の剖検で，全生存動物について，脳，下垂体，甲状腺，心臓，肺，

胸腺，肝臓，腎臓，脾臓，副腎，唾液腺，精巣，精巣上体，前立腺，精嚢／凝固腺（SV

／CG），卵巣，子宮の絶対重量を測定し，最終体重から比体重値（相対重量）を算出

した。全身臓器は 10%中性緩衝ホルマリン溶液で固定し，常法に従ってパラフィン包

埋，H&E 染色を施し，病理組織学的検査を行った。また腎臓において観察された褐色

色素を同定するため，シュモール反応とベルリンブルー染色を実施した。 

 

酸化ストレス測定 

4 週間投与終了後，各群 6 匹から採取した肝臓試料を用いて，8-OHdG 量を測定し

た。過酸化脂質含量の測定は，全生存動物から得た肝臓を用いて実施した。測定は以

前に報告された方法に従い実施した [Harada et al., 2003]。 

 

統計解析 

すべてのデータは，平均値±標準偏差で表した。体重，摂餌量，尿検査，血液および

血液生化学的検査項目，臓器重量，酸化ストレスに関するデータは，Dunnett の多重

比較検定法（両側検定）を用いて対照群と各投与群間における有意差の有無を判定し

た。臨床症状，眼科学的所見，病理学的所見の発生頻度の評価には，フィッシャーの

正確確率検定（片側検定）を用いた。有意水準は 5%以下に設定した。 
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結 果 

血液中の総クロム，銅，ヒ素量の分析 

CCA 投与群では，すべての用量でクロムおよびヒ素が検出されたが，対照群では検

出されなかった（Figure 5A，B）。血漿中では，ヒ素はクロムの約 10 倍高い値で検出

された。CCA 投与群の血漿中の銅レベルは，対照群と同等であった。 

 

臨床症状観察，体重および摂餌量測定 

投与期間中，80 mg/kg/日を投与した雄ラットおよび 40 mg/kg/日以上を投与した雌

ラットにおいて，鎮静，流涎，腹部または外陰部の被毛の汚れが認められた（Table 2）。

80 mg/kg/日群の雄 1 匹は，投与 1 週で死亡したが，死因は不明であった。80 mg/kg/日

群の雄の体重は，投与期間を通じて有意な低値を示し，40 mg/kg/日群の雄でも投与 4

週に有意な低値がみられた（Figure 6）。これらの群では，体重増加量の減少に一致し

て，摂餌量の減少が顕著であった（Figure 7A）。一方，80 および 40 mg/kg/日群の雌

では，投与初期に摂餌量の減少がみられたが（Figure 7B），投与期間を通じて体重の

推移は対照群と同様であった（Figure 6）。 

 

眼科学的検査，尿検査 

眼科学的検査では，雌雄いずれの投与群においても，投与に関連した変化は認め

られなかった。尿検査では，80 mg/kg/日群の雌雄で有意な尿比重の低値がみられた

（雄，対照群 1.033 ± 0.011，高用量群 1.018 ± 0.012，p ≤ 0.05；雌，対照群 1.038 ± 

0.019，高用量群 1.016 ± 0.009，p ≤ 0.01）。この変化には，尿タンパク，ケトン体の

減少，尿量の増加（雄，対照群 13.4 ± 3.1 mL/日，高用量群 23.0 ± 13.7 mL/日；雌，

対照群 10.4 ± 5.9 mL/日，高用量群 25.1 ± 15.2 mL/日，p ≤ 0.01）を伴っていた。尿タ

ンパクの有意な低値は，40 および 8 mg/kg/日群の雌でも観察された。雌雄いずれの

投与群においても，尿 pH に有意な変化は認められなかった。 
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血液学的検査 

Table 3，Figure 8 および 9 に血液学的検査の結果を示す。80 mg/kg/日群の雌雄およ

び 40 mg/kg/日群の雌では，ヘモグロビン濃度（Hb），平均赤血球血色素量（MCH）

および平均赤血球血色素濃度（MCHC）が有意に低下した（Table 3，Figure 8A，B）。

Hb の低下は，80 mg/kg/日群の雌雄で，全赤血球（CHCMt）あるいは成熟赤血球

（CHCMm）の細胞性ヘモグロビン濃度平均の有意な低下でも示された（Figure 8C，

D）。また 80 mg/kg/日群の雌雄および 40 mg/kg/日群の雌では，全赤血球（MCVt）お

よび成熟赤血球（MCVm）の平均赤血球容積の有意な減少あるいは減少傾向が観察さ

れた（Figure 8E，F）。80 mg/kg/日群の雌では，ヘマトクリット値（Ht）の有意な減少

もみられた。さらに 80 および 40 mg/kg/日群の雌では，網状赤血球数（Retics）が対照

群に比べ有意に増加し，80 mg/kg/日群では網状赤血球における平均赤血球容積（MCVr）

と網状赤血球あたりのヘモグロビン含量（Chr）が雌雄で有意に減少した（Figure 9A-

D）。以上の結果から CCA 投与によりヘモグロビン合成阻害に起因する小球性・低色

素性貧血が誘発されたことが示唆された。これらの変化と一致して，80 mg/kg/日群の

雌雄および 40 mg/kg/日群の雌では，赤血球容積分布幅 (RDW) あるいは赤血球血色素

濃度分布幅 (HDW) の有意な増加が認められた（Table 3）。80 および 40 mg/kg/日群

では，雌雄で総白血球数およびリンパ球数の有意な増加がみられ，80 mg/kg/日群の雄

で好中球数，雌雄で単球数の有意な増加が認められ，同群の雌では好酸球数が有意に

減少した（Table 3）。40 mg/kg/日群の雄および 8 mg/kg/日群の雌では，一部のパラメ

ータに有意な変動がみられたが，貧血（Ht，Hb および赤血球数の減少）は認められ

ず，毒性学的意義の乏しい変化と考えられた。 

 

血液生化学的検査 

Table 4 に血液生化学的検査の結果を示す。80 mg/kg/日群の雄あるいは雌で γ-グル

タミルトランスペプチダーゼ（GGTP），総コレステロール（T.Chol），血中尿素窒素



30 

 

（BUN），トリグリセライド（TG）および総ビリルビン（T.Bil）が有意に増加または

増加傾向を示し，肝毒性を示す GGTP および T.Bil は雄より雌で高値であった。また，

統計学的有意差は認められなかったが，80 mg/kg/日群の雌雄でアスパラギン酸アミノ

トランスフェラーゼ（AST）およびアラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）が高

値を示した。これら AST および ALT の変動は，極めて高値を示した雄および雌 1 匹

（AST，雄 267 および雌 400 U/L；ALT，雄 203 および雌 87 U/L）に依存してみられ，

これらの動物では対応する病理組織学的変化（肝臓の中等度の限局性肝細胞壊死およ

び胆管過形成）を伴っていた。これらは雌雄各 1 匹のみの変化であったが，観察され

た組織学的変化の程度が，通常同週齢の対照群に観察される程度を明らかに超えてお

り，CCA 投与に起因した変化であると考えられた。80 mg/kg/日群の雌雄では，総蛋白

（TP），アルブミン（Alb）およびグロブリン（Glob）の有意な低下がみられ，アル

ブミン／グロブリン比（A/G ratio）の増加も認められた。同様のタンパクに関する所

見は，40 mg/kg/日群の雌でも観察された。血糖（Gluc）は 80 および 40 mg/kg/日群の

雄で有意な減少，80 mg/kg/日群の雌で有意な増加が認められた。電解質では，80 およ

び 40 mg/kg/日群の雌で，無機リン（P）およびカリウム（K）の有意な増加および塩

素（Cl）の有意な減少がみられ，80 mg/kg/日群の雄では P の有意な増加が認められた。

その他の有意な変化は偶発的なものであり，毒性学的意義はないと考えられた。 

 

臓器重量測定および病理学的検査 

4 週間投与終了後の剖検では，80 および 40 mg/kg/日群の雌雄で，十二指腸の腔拡

張と盲腸の膨満が認められた。消化管では，80，40 あるいは 8 mg/kg/日群の雌雄で，

病理組織学的に前胃の角化亢進，小腸の粘膜上皮細胞過形成，直腸の杯細胞肥大が観

察された（Table 5，Figure 10A-D）。角化亢進は，主に前胃と腺胃の境界部に認めら

れた。小腸の粘膜上皮細胞過形成は絨毛長の増加に対応し，その変化は十二指腸，空

腸，回腸でほぼ同等であった。陰窩の深さには明らかな差は認められなかった。消化
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管病変と同時に，腸間膜リンパ節に洞内赤血球増加を認め，消化管にびらん，潰瘍，

炎症は観察されなかったが，出血が起こっていた可能性が示唆された。臓器重量測定

（Table 6）では，80 および 40 mg/kg/日群の雌で，肝臓および腎臓の絶対および相対

重量が有意に増加し，病理組織学的には，それぞれび漫性肝細胞肥大および近位尿細

管褐色色素沈着が観察された（Figure 11A-D）。80 mg/kg/日群の雄では，肝臓および

腎臓の相対重量が有意に増加し，腎臓には雌と同じ病変が認められた。近位尿細管に

沈着した褐色色素はシュモール反応に陽性，ベルリンブルー染色に陰性であり，リポ

フスチンであると考えられた（Figure 11C，D）。膀胱には，雌雄いずれの投与群にお

いても，投与に関連した変化はみられなかった。80 および 40 mg/kg/日群の雌雄で胸

腺の絶対および相対重量は有意に減少し，同様の変化は，8 mg/kg/日群の雌でも観察

された。病理組織学的に 80 mg/kg/日群の雄で胸腺の皮質萎縮が少数認められた。ま

た，80 および 40 mg/kg/日群の雌では，脳および下垂体の絶対および相対重量が有意

に減少したが，対応する病理組織学的所見は認められなかった。その他，雄でみられ

た臓器重量の変動は，体重増加抑制に伴う二次的変化と考えられた。 

 

酸化ストレス測定 

80 mg/kg/日群の雌では，肝臓における 8-OHdG レベルが有意に増加し，80 および

40 mg/kg/日群の雄では，有意に減少した（Figure 12A）。また，80 mg/kg/日群の雄で

は過酸化脂質含量が低値を示したが，統計学的有意差はみられなかった（Figure 

12B）。 
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考 察 

本章では，CCA のリスク評価に有用な基礎的な毒性情報を得る目的で，ラットを用

い 4 週間反復強制経口投与試験を実施したところ，鎮静および流涎といった特異的な

臨床症状がみられ，小球性低色素性貧血，血糖および脂質の変動，肝臓，腎臓，消化

管および胸腺への毒性影響が誘発されることが明らかとなった。投与 1 週に 80 mg/kg/

日群の雄 1 匹が死亡し，摂餌量の低下を伴う体重減少も 80 および 40 mg/kg/日群の雄

のみで認められたため，一般毒性影響は雌より雄で重篤であった。しかし，毒性プロ

ファイルは雌雄ともに類似しており，これらの変化は，CCA に含まれる個々の金属の

毒性またはそれらの複合作用により誘発されたと考えられた。血漿中の総クロム，銅，

ヒ素量の分析を実施したところ，ヒ素およびクロムの濃度は用量相関性に増加し，特

にヒ素はクロムの約 10 倍高い値が検出された。よって，ヒ素は CCA による全身毒性

作用に大きく寄与していることが示唆された。As(V) または As(III) の経口投与によ

り，これら iAs およびそのメチル化代謝物は，肝臓，腎臓および他の臓器へ分布する 

[Hughes et al., 2003; Kenyon et al., 2005; Rodríguez et al., 2005]。第 1 章でも述べたよう

に，吸収された As(V) は，還元および酸化的メチル化され，最終的に最も活性の高い

ジメチル化ヒ素 DMA(III) および DMA(V) に代謝される [Tapio and Grosche, 2006; 

Yamanaka et al., 2004]。ヒ素のメチル化過程には種差がみられることが知られており，

ヒトは他の動物種に比べ比較的多くの MMA(V) を尿中に排泄することから，ヒ素の

メチル化速度が遅いことが示唆され，このことが他の動物種よりヒ素の毒性に感受性

が高い理由の一つと考えられている [Hughes, 2006]。ラットはヒ素を DMA にメチル

化する効率が非常に高いが，生成された DMA の大部分は赤血球に保持されるため，

尿中への排泄速度が遅い [Vahter, 2002]。このような代謝過程の種差は，被験物質の毒

性作用をヒトに外挿する際に注意する必要がある。クロムの場合，Cr(VI) の還元によ

り活性の高い中間体 Cr(V) および Cr(IV) が生成され，最終的に熱力学的に安定で毒

性の低い Cr(III) が得られる [Carter, 1995; Salnikow and Zhitkovich, 2008]。 
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ヒ素およびクロムは，代謝される過程で酸化ストレスを発生させ，DNA やタンパ

ク質の損傷，細胞応答を引き起こす。CCA 曝露後の肝臓における 8-OHdG レベルおよ

び過酸化脂質含量を測定したところ，雌の 80 mg/kg/日群で 8-OHdG レベルの有意な

増加が示された。ヒ素またはクロムを曝露したラットでは，肝臓において酸化ストレ

スが誘導されることが知られている [Bashir et al., 2006; Bhadauria and Flora, 2007; 

Patlolla et al., 2009; Scibior and Zaporowska, 2007; Wang et al., 2006]。また抗酸化剤はマ

ウス [Santra et al., 2007] およびラット [Abu El-Saad et al., 2016; Gupta and Flora, 2006] 

におけるヒ素誘発酸化ストレスおよび肝障害を抑制するという報告もある。本研究の

血液生化学的検査（タンパクの低値，GGTP，T.Bil，AST および ALT の高値）および

病理学的検査（肝重量増加およびび漫性肝細胞肥大）の結果から示唆される肝障害は，

前述の一般毒性影響とは異なり，雄より雌で強い傾向があり，CCA による肝障害の性

差には，酸化ストレスの違いが関与している可能性が疑われた。そこで次章では，分

子病理学的手法を用いた詳細な肝毒性メカニズム解析を行うこととした。一方，80 お

よび 40 mg/kg/日群の雄では，8-OHdG レベルが有意に減少し，80 mg/kg/日群の雄では

過酸化脂質含量も低値を示した。これら酸化ストレスレベルの減少には，Cr(VI) 処理

ラットで報告されたように，スーパーオキシドディスムターゼ（SOD）やカタラーゼ

など他の抗酸化遺伝子の適応的誘導が関連している可能性が推測された [Patlolla et 

al., 2009]。 

血液学的検査では，80 mg/kg/日群の雌雄，40 mg/kg/日群の雌で Hb，Ht，MCVt，MCH

あるいは MCHC が低下し，小球性・低色素性貧血がみられた。低下した MCVm およ

び MCVr は，成熟赤血球および網状赤血球が小型であることを示し，CHCM および

CHr の評価により，ヘモグロビン量が少ない小型成熟赤血球および小型網状赤血球が

末梢血中に循環していることが示された。CHCM は，個々の赤血球から直接測定した

Hb の平均値で，Ht や Hb の測定誤差に影響を受けにくいパラメータとして知られる 

[Saw and Tham, 1988]。本研究では，CHCMm と CHr の値が CCA 投与により減少した
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ことが明確に示され，CCA がヘモグロビン合成および赤血球の成熟を阻害した可能

性が示唆された。CHr は網状赤血球ヘモグロビンへの鉄の取り込みを直接測定してお

り，造血過程での鉄欠乏を示す鋭敏な指標となる [Goodnough et al., 2000; Thomas and 

Thomas, 2002; Ullrich et al., 2005]。よって，ヘモグロビン合成阻害は，鉄欠乏により引

き起こされた可能性が疑われた。Cr(VI) の 13 週間飲水投与試験では，ラットに鉄欠

乏による小球性貧血が誘発される [Suh et al., 2014]。この変化には，①小腸内腔にお

ける Cr(VI) による鉄イオン酸化（Fe2+から Fe3+）の増加，②十二指腸におけるトラン

スポーター，2 価金属トランスポーター1（DMT1）およびトランスフェリン受容体 1

の発現上昇，さらに③鉄吸収およびヘムへの鉄結合を阻害する赤血球への Cr(VI) の

取り込みが深く関連している。近年，腸管での鉄吸収の分子機構が解明され，DMT1

がトランスフェリンおよび非トランスフェリンからの鉄吸収に重要な役割を果たす

こと，その変異体では腸管細胞での鉄吸収が低下して小球性低色素性貧血を呈するこ

とが明らかになった [Canonne-Hergaux et al., 2001; Fleming et al., 1998]。これらの報告

は，後述する病理組織学的検査結果で示されるように，CCA のうちクロムが小腸の機

能障害を通じて鉄欠乏性貧血を誘発した可能性を強く示唆するものであった。また，

DMT1 が鉄や銅などの金属の輸送体として機能していることから [Wood and Han, 

1998]，CCA の経口投与による銅の過剰曝露も小腸での鉄輸送を阻害した可能性があ

った。一方，鉄欠乏の最も一般的な原因は失血である。後述するように，本研究では

消化管に様々な病理組織学的所見が認められ，消化管からの出血を示唆する腸間膜リ

ンパ節における洞内赤血球増加（血液吸収像）が確認された。特に刺激性物質である

CCA を経口投与したため，前胃は出血源となり得る。したがって，鉄欠乏性貧血の原

因には出血による鉄の喪失が関与している可能性もあったが，貧血が認められた 40 

mg/kg/日群の雌では，前胃に病理組織学的変化は認められず，消化管からの出血は

CCA によりみられた鉄欠乏性貧血の主因ではないと推察された。 

消化器系への影響は，病理組織学的検査において明確に示され，主にクロムに起因
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するものと考えられた。クロムは発がん性物質であり，経口曝露ではラットの口腔，

マウスの小腸をそれぞれ標的臓器としている [Stout et al., 2009]。マウスの小腸発がん

において，細胞毒性に対する再生性過形成は初期のキーイベントであると考えられて

いる [Haney., 2015]。ラットの 13 週間試験でも，粘膜絨毛の萎縮/鈍化，粘膜上皮の単

細胞壊死，粘膜固有層への組織球の浸潤に関連し，陰窩上皮過形成が観察された 

[Cullen et al., 2016]。絨毛の壊死とそれに続く絨毛の萎縮は，クロムの毒性によって絨

毛上皮細胞が失われ，その後に陰窩において代償的に再生性過形成が起こることを示

唆した。この仮説は，放射光 X 線蛍光顕微鏡を用いてクロムが絨毛に分布している

が，陰窩には分布していないという知見によって裏付けられている [Thompson et al., 

2015]。また，トキシコゲノミクス解析により，十二指腸の変化が酸化ストレス，細胞

死，免疫反応，細胞増殖に関わる遺伝子発現と関連することが示された [Kopec et al., 

2012]。本研究では，病理組織学的検査において絨毛の壊死や陰窩上皮の過形成は明ら

かではなかったことから，CCA 投与により誘発された変化は，上記クロムの 13 週間

試験で認められたものと比較して軽微であったことが示唆され，この差は試験デザイ

ン，投与量，投与期間に依存したと考えられた。前胃の角化亢進および直腸の杯細胞

肥大は，検索した限りにおいて，クロムの影響として報告されていない。前胃の角化

亢進は，クロムの刺激性によりラットの口腔粘膜および舌に同様の影響がみられるこ

ととも一致しており [Stout et al., 2009]，前胃粘膜の保護作用と考えられた。直腸の杯

細胞肥大の毒性学的意義は不明であるが，これもクロムの刺激性に関連して粘膜を粘

液で保護する防衛反応である可能性があった。また，血液検査における白血球数の変

化や腸間膜リンパ節における洞内赤血球増加は，CCA による上記の消化管病変との

関連が疑われた。 

CCA 投与による腎機能障害は，尿検査，血液生化学的検査（BUN の増加および電

解質の変動），臓器重量測定および病理組織学的検査の結果から示唆された。過去の

報告から，CCA による腎毒性はクロムとヒ素によって引き起こされた可能性が考え
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られ，その毒性発現メカニズムには抗酸化反応の破断が関与したかもしれない 

[Matos et al., 2013]。ヒトの症例報告では，ステンレス鋼の切断工として 9 年間働き，

その間クロムを含む煙に曝露された 46 歳の男性は，高い血漿クロム濃度を伴う慢性

間質性腎症を示した [Petersen et al., 1994]。ラットに Cr(VI) を単回投与したところ，

糸球体ろ過量の減少，近位および遠位尿細管機能障害を含む腎毒性が発現し，その一

部は α-トコフェノール補給で抑制されたことから，Cr(VI) による酸化ストレスが関

与してることが示唆された [Arreola-Mendoza et al., 2006]。これに一致して，Cr(VI) の

単回投与後のラットの腎臓では，グルタチオンペルオキシダーゼ，グルタチオン還元

酵素およびカタラーゼ活性の減少による腎臓の抗酸化システムの破断が示されてい

る [Pedraza-Chaverrí et al., 2005]。ヒ素による腎毒性にも酸化ストレスが関与すること

が，ラット [Nandi et al., 2005; 2006] およびマウス [Kimura et al., 2005] で報告されて

いる。本章における実験でも，近位尿細管におけるリポフスチン沈着が観察され，細

胞内の脂質過酸化が亢進した状態である可能性が示唆され，病変の形成には酸化スト

レスの関与が疑われた。ヒ素 [Kimura et al., 2005] およびクロム [Pedraza-Chaverrí et 

al., 2005] の皮下投与の実験では，近位尿細管の壊死を含む重度の変化が報告されて

いるが，本章における実験では，リポフスチン沈着が観察されたのみであり，実験条

件により腎毒性の結果に差が生じることが示唆された。 

以上のように，CCA の高用量曝露は，血液，肝臓，腎臓および消化管を含む複数の

臓器に毒性を示すことが明らかとなった。これらの毒性は，それぞれの金属やその複

合作用によるとみられ，作用機序には，特に雌においてヒ素やクロムによる酸化スト

レスが関与している可能性が高いと考えられた。 
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小 括 

第 2 章では，ヒ素を含む木材防腐剤である CCA をラットに 4 週間曝露し，その一

般毒性を明らかにした。CCA を投与したラットの血漿からは，ヒ素およびクロムが用

量相関的に検出され，特にヒ素はクロムの約 10 倍のレベルで検出された。血漿中の

銅レベルは，対照群と同等であった。CCA 投与群の雌雄では，鎮静および流涎が認め

られ，雄では体重増加抑制がみられた。臨床病理学的には，雌雄で小球性低色素性貧

血，血糖および脂質の変動，肝および腎機能障害が観察された。病理組織学的には，

雌雄で前胃の角化亢進，小腸の粘膜上皮過形成，直腸の杯細胞肥大，腎臓の近位尿細

管リポフスチン沈着がみられた。雌では，8-OHdG の増加を伴うび漫性肝細胞肥大が

観察された。胸腺重量は雌雄で減少し，雄では胸腺の皮質萎縮が少数例に認められた。

これらの結果から，CCA はヒ素およびクロムの毒性により，主に血液，肝臓，腎臓，

消化管に影響を及ぼすことが示唆された。 
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第 3 章 クロム・銅・ヒ素化合物系木材防腐剤による肝毒性の発現機序解明
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緒 言 

CCA は，ヒ素，クロム，銅を含むため，その生物学的影響は非常に複雑である。こ

れらの成分は，消化管から吸収され肝臓に分布し，肝不全を引き起こす危険性がある 

[Morais et al., 2021; Katz et al., 2005]。ヒ素，クロム，銅それぞれの毒性評価は数多く報

告されているが，CCA 全体としての毒性評価の報告はほとんどないため，第 2 章では

ラットを用いて CCA の 4 週間反復毒性を検索した。その結果，CCA は主に小球性低

色素性貧血，血糖および脂質の変動，肝臓，腎臓および消化管の障害を引き起こし，

血漿中のヒ素濃度はクロムより 10 倍高いことが明らかになった。肝臓では，タンパ

クの低値，GGTP，T.Bil，AST および ALT の高値および肝細胞肥大を認め，これらの

影響は雄より雌で顕著であった。このような CCA による肝障害の性差には，8-OHdG

が雌で増加し，雄で減少したように酸化ストレスレベルの違いが関与している可能性

が疑われたものの，CCA の肝毒性メカニズムは依然として不明なままであった。肝臓

はヒ素のメチル化代謝の主要な臓器であり [Thomas et al., 2001; Watanabe and Hirano, 

2013]，ヒ素による発がんの標的臓器である [Tokar et al., 2010]。ヒ素に曝露されると

抗酸化酵素が減少し，肝臓に酸化ストレスが発生する [Xu et al., 2017]。本研究では，

肝毒性メカニズムを解明するために，CCA 投与により顕著に肝毒性が誘発された雌

ラットを対象として，肝細胞の細胞増殖とアポトーシスのバランスを検索し，抗酸化

および DNA メチル化にかかわる遺伝子を含めた網羅的遺伝子発現解析をマイクロア

レイと定量的 RT-PCR を用いて検討した。 
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材料および方法 

組織サンプル 

第 2 章で実施した CCA の 4 週間反復経口投与試験において採取した肝臓を用いた。

0 または 80 mg/kg/日群の雌ラットから得た肝臓（中葉）を 10%中性緩衝ホルマリン溶

液で固定，常法に従ってパラフィン切片を作製し，免疫組織化学染色および terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling（TUNEL）に使用した。さ

らに，0，8，40 および 80 mg/kg/日群の雌あるいは雄ラットから得た肝臓（中葉以外

の葉）の凍結試料を，ヒ素の分析，マイクロアレイ解析，定量 RT-PCR および DNA

メチル化解析に使用した。 

 

肝臓中のヒ素の分析 

CCA 80 mg/kg/日群の雌雄各 3 匹の凍結肝臓試料を用い，高速液体クロマトグラフ

（Agilent 1200 series, Agilent Technologies）および誘導結合プラズマ質量分析計（Agilent 

7500ce ICP-MS, Agilent Technologies）で，As(V)，As(III)，モノメチル化ヒ素（MMA），

ジメチル化ヒ素（DMA），およびトリメチル化ヒ素（TMA）の 5 種のヒ素を測定し

た。 

 

免疫組織化学的検索，TUNEL および陽性反応の解析 

免疫組織化学的検索は，第 1 章と同様の手順で行った。0 および 80 mg/kg/日群の動

物番号の小さい順に雌各 6 匹を選択し，得られたパラフィン切片を用い，増殖細胞核

抗原（PCNA）（100 倍；M0879；Dako）および GSH（100 倍；ab19534；Abcam，マ

サチューセッツ州，米国）に対するモノクローナル抗体で免疫組織化学染色を行った。

酸化ストレス下で GSH は，S-グルタチオン化，すなわち反応性タンパク質のシステ

イン残基に GSH を結合させて，タンパクを酸化的損傷から保護することを介して，

タンパク質の酸化還元制御に重要な役割を果たす [Giustarini et al., 2017]。そこで，抗
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GSH 抗体を用いた免疫組織化学的手法により，肝臓の S-グルタチオン化タンパク質

（PSSG）を可視化した。切片は前処理として，0.1M クエン酸緩衝液（pH6.0）で，121℃，

5 分間オートクレーブ処理し，抗原賦活化を行った。TUNEL については，免疫組織化

学染色で選択した同じ 6 匹の雌から得たパラフィン切片を，Apoptag peroxidase in situ 

apoptosis detection kit（Merck Millipore，マサチューセッツ州，米国）を用いて，プロ

トコルに従い TUNEL 染色した。PCNA，TUNEL染色ともに十二指腸を陽性対照とし，

これらの染色から陽性反応を得た。陰性対照は一次抗体の代わりにリン酸緩衝生理食

塩水を用いて確認した。PCNA または TUNEL 陽性肝細胞率を測定するために，既報 

[Harada et al., 2003] に従い，1000 個の肝細胞を光学顕微鏡下において手動でカウント

した。PCNA LI または TUNEL 標識率は，標識された核の数をカウントされた核の総

数（1000 個）で割ることにより算出し，結果はパーセントで表した。また PCNA と

TUNEL の比率を算出した。GSH 染色標本は，肝小葉の陽性領域の広がりの程度によ

って半定量的にグレード付けした（陽性領域：軽度，10％未満；中等度，10〜50％；

重度，50％以上）。 

 

RNA と DNA の抽出 

RNeasy Mini Kit（キアゲン株式会社，東京）および DNeasy Tissue Kit（キアゲン株

式会社）を用いて，雌の凍結肝臓サンプルから Total RNA および DNA をそれぞれ抽

出した。RNA と DNA の濃度は，分光光度計（GeneQuant pro; GE ヘルスケア・ジャパ

ン，東京）を用いて測定した。これらの核酸試料は，使用時まで-70℃で保存した。 

 

マイクロアレイ解析 

雌の肝臓を用いて網羅的遺伝子発現解析を行った。マイクロアレイ解析は，0 mg/kg/

日群と 80 mg/kg/日群の比較のため，3 枚のアレイスライドを用いた。スライド間のス

ケール差を調整するため，既報 [Yang et al., 2002] に従って，0 mg/kg/日群のサンプル
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からプールしたコントロール RNA サンプルを調製し，各サンプルのリファレンスと

して使用した。プールした 0 mg/kg/日の RNA サンプルから Cyanine 3（Cy3）標識リ

ファレンスプローブを，0 および 80 mg/kg/日群の RNA から Cyanine 5（Cy5）標識サ

ンプルプローブを蛍光ダイレクトラベルキット（GE ヘルスケアジャパン）を用いて

合成し，サンプルプローブを作成した。Cy3 標識リファレンスプローブと Cy5 標識サ

ンプルプローブを混合し，毒性発現に関連する約 2000 遺伝子を含む cDNA マイクロ

アレイ（IntelliGene，Rat Toxicology CHIP，タカラバイオ株式会社，滋賀）にハイブリ

ダイズさせた。マイクロアレイスライドは，マイクロアレイスキャナー（ScanArray lite; 

Perkin-Elmer Bioscience Japan，東京）を用いてスキャンした。遺伝子発現解析は，以前

の報告 [Yang et al., 2002] に従い，対照群と比較して 2 倍以上の変化を示した遺伝子

を変動遺伝子として選択した。 

 

定量的 RT-PCR 法によるマイクロアレイデータの検証 

0，8，40 および 80 mg/kg/日群の全例の雌から得た肝臓サンプルを用いて，定量的

RT-PCR 法でマイクロアレイ解析データの検証を行った。マイクロアレイのデータに

基づき，metallothionein 1（Mt1），glutathione S-transferase alpha 2（Gsta2），microsomal 

glutathione S-transferase 1（Mgst1），cyclin-dependent kinase inhibitor 1B（Cdkn1b/p27）

および CCCTC-binding factor（Ctcf）の各遺伝子を選択し，測定した。またマイクロア

レイの結果から，CCA 誘発肝毒性におけるグルタチオン S 転移酵素（GST）および

DNA メチル化の役割を確認するために，glutathione S-transferase alpha 3（Gsta3），DNA 

methyltransferase 1（Dnmt1）および DNA methyltransferase 3 alpha（Dnmt3a）の mRNA

発現レベルを追加検討した。各遺伝子に対応するプライマーおよびプローブセットは

ニッポンジーン（富山）から購入した。これらのセットの塩基配列を Table 7 に示す。

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（Gapdh）を内部標準として使用し，プライマ

ーとプローブのセットは，アプライドバイオシステムズジャパン株式会社（東京）か
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ら購入した。PCR スタンダードは，各遺伝子に対応するプライマーセットで増幅した

PCR 産物から作成した。肝組織から抽出した total RNA を 0.1 µg/µL に調製し，調製

したRNA 0.5 µgをTaqMan RT試薬（アプライドバイオシステムズジャパン株式会社）

を用いて 50 µL の反応液中にて逆転写した。各遺伝子については，cDNA，プライマ

ーセット，AmpliTaq Gold PCR Master Mix（アプライドバイオシステムズジャパン株

式会社）を超純水（日本ミリポア株式会社，東京）で 50 µL に調製し，サーマルサイ

クラー（タカラバイオ株式会社）で PCR 反応を実施した。その後，QIAquick PCR 

Purification Kit（キアゲン株式会社）を用いて PCR 産物を精製し，分光光度計

（GeneQuant pro）を用いて PCR 産物（DNA）の濃度を測定した。PCR 産物は各濃度，

長さ，配列から計算して，超純水で 10 nM に調製し，これらのサンプルは使用するま

でディープフリーザーで保存した。解析用サンプルは，肝臓組織から抽出した total 

RNA を 0.1 µg/µL に調製し，その 0.4 µg を TaqMan RT 試薬を用いて 40 µL の反応液

中にて逆転写した。PCR スタンダードは，10 倍希釈液を調製し，連続 5 ポイント使

用した。定量的リアルタイム PCR では，サンプルの cDNA あるいはスタンダード DNA

の希釈液，プライマー/プローブセット，TaqMan Universal PCR Master Mix（アプライ

ドバイオシステムズジャパン株式会社）を超純水で 25 µL に調製し，ABI PRISM 7700

（アプライドバイオシステムズジャパン株式会社）を用いて測定した。データは

Gapdh の発現量に対する比率で示した。 

 

メチル化 DNA 免疫沈降法および定量的 PCR 

ラット Mt1 遺伝子プロモーター領域の DNA メチル化状態を検証するため，メチル

化 DNA 免疫沈降法（MeDIP）と定量的 PCR 法を組み合わせて，メチル化 DNA を定

量した。定量的 MeDIP-PCR は，0 および 80 mg/kg/日群の動物番号の小さい順に雌各

6 匹を選択し，肝臓を用いて実施した。メチル化 DNA は，Methylamp Methylated DNA 

Capture Kit（Epigentek Group Incorporation，ニューヨーク州，米国）を用いて抽出した。
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まず 2 µg の DNA を BioruptorTM（コスモ・バイオ株式会社，東京）を用いて，断片化

した。この DNA の一部を 5-methylcytosine 抗体による免疫沈降に使用し（IP），その

他をインプット DNA とした（Input）。IP と Input の試料から QIAquick PCR Purification 

Kit（キアゲン株式会社）を用いて DNA を精製した。定量的 PCR は上記と同様に行っ

た。CpG アイランド（CGI）は Methyl Primer Express（アプライドバイオシステムズジ

ャ パ ン 株 式 会 社 ） と CpGenome with the MethPrimer オ ン ラ イ ン サ ー ビ ス

（http://www.urogene.org/methprimer/index1.html）を用いて同定した。プライマーとプ

ローブのセットは，バイオテクノロジージャパン（東京）から購入した。これらのセ

ットの配列と転写開始点（TSS）からの位置を Table 8 に示す。プライマーとプローブ

のセットは，ラット Mt1 遺伝子の TSS 上流約 1100bp にある non-CGI 部位（nCGI），

1 番目の CGI（CGI 1），TSS に近い 3 番目の CGI（CGI 2）の DNA 配列をカバーする

ように 3 種類設計した。Mt1 遺伝子のプロモーター領域におけるメチル化状態は，IP

と Input の比（％）で表した。 

 

統計解析 

対照群と CCA 投与群における有意差の有無を以下のように判定した。mRNA の発

現量については，Dunnett の多重比較検定法（両側検定），PCNA LI，TUNEL 標識率，

PCNA と TUNEL の比，MeDIP-PCR の結果については Student の t 検定または Aspin-

Welch 検定（両側検定）を用いた。GSH 免疫染色のグレードについては，Wilcoxon 順

位和検定法（両側検定）を用いた。有意水準は 5%以下に設定した。 
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結 果 

肝臓中のヒ素の分析 

ヒ素の代謝は毒性発現に重要なステップであるため [Thomas et al., 2001; Watanabe 

and Hirano, 2013]，80 mg/kg/日群の雌雄の肝臓試料中の As(V)，As(III)，MMA，DMA

および TMA を測定した。その結果，DMA は As(V) に比べて雄で 5.8 倍，雌で 3.1 倍

高かった（Table 9）。DMA は雌雄ともほぼ同じ値であったが，As(V) と MMA は雌

の方が雄より約 2 倍高かった。As(III) と MMA は，As(V) より低く，TMA は雌雄と

もに検出されなかった。 

 

細胞増殖およびアポトーシスの測定 

肝小葉における PCNA および TUNEL 陽性肝細胞の分布は，小葉内（中心部，中間

帯，周辺部）で差がなかったため，ランダムにカウントした（Figure 13A，B）。80 mg/kg/

日群では，PCNA LI の平均値が対照群に比べ増加する傾向にあったが（対照群，0.47％；

80 mg/kg/日群，2.28％；Figure 13A-C），統計学的有意差は検出されなかった。PCNA 

LI の高値は，雌の 6 匹中 3 匹で認められた（Figure 13C）。80 mg/kg/日群の TUNEL

標識率は，対照群に比べ減少する傾向にあった（対照群，0.20%；80 mg/kg/日群，0.15%；

Figure 13D）。したがって，PCNA と TUNEL の比は，80 mg/kg/日群が対照群よりも明

らかに高値であった（対照群，2.28；80mg/kg/日群，14.58；Figure 13E）。PCNA と

TUNEL の相関を対照群および 80 mg/kg/日群についてそれぞれ求めたところ，相関係

数は対照群および 80 mg/kg/日群でそれぞれ r=0.714 および 0.136 であった。この結果

から，CCA 投与群では，細胞増殖と細胞死のバランスが増殖の方向に傾いていること

が示された。 

 

GSH 免疫染色の半定量的解析 

抗 GSH 抗体を用いた免疫組織化学的染色により，肝臓の PSSG を可視化した。対
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照群では中心静脈周辺にわずかに染色されるのみであったが，80 mg/kg/日群では肝小

葉内の陽性領域が明らかに拡大した（Figure 14A，B）。GSH 免疫染色の染色強度のグ

レードは，対照群に比較し，80 mg/kg/日群で統計学的有意に高く（Table 10），CCA

により肝臓の S-グルタチオン化タンパクが著しく上昇することが示唆された。 

 

マイクロアレイおよび定量的 RT-PCR 法による遺伝子発現解析 

マイクロアレイ解析では，対照群と比較して 2 倍以上の変動を示した遺伝子を 80 

mg/kg/日群による変動遺伝子として選択した。マイクロアレイ解析で調べた約 2,000

個の遺伝子のうち，Table 11 に示すように，80 mg/kg/日群で 56 個の遺伝子が発現を

増加させ，8 個の遺伝子が発現を減少させた。これらの遺伝子は抗酸化，GST，熱シ

ョックタンパク質（HSP）とユビキチン-プロテアソーム経路，DNA 修復，細胞増殖，

細胞増殖の負の調節因子，アポトーシス，DNA メチル化，チトクローム P450，糖お

よび脂質代謝，トランスポーター，ホルモン関連遺伝子ならびにその他のカテゴリー

に分類された。 

マイクロアレイでは，複数の抗酸化に関与する遺伝子（Gclm, Blvra, Prdx2, Car3, Rnh1, 

Prdx6）が発現上昇し，メタロチオネイン Mt1 の発現低下がみられた。80 mg/kg/日群

では，Mt1 の有意な減少が定量的 RT-PCR によっても確認された（Figure 15）。これ

ら抗酸化に関連する遺伝子の変動と一致して，GST 関連遺伝子（Gsta2，Gstm5，Gst1，

Mgst1）の発現増加が認められた。4 つの遺伝子のうち 2 つの遺伝子の発現を定量的

RT-PCR で確認したところ，Gsta2 と Mgst1 の遺伝子発現は，80 および 40 mg/kg/日群

で統計学的有意に増加した（Figure 15）。また，Gsta3 はマイクロアレイの約 2000 遺

伝子にリストされていなかったが，追加検討したところ，定量的 RT-PCR で発現が増

加していることが確認された（Figure 15）。酸化ストレスによる細胞傷害を制御する

メカニズムとしては，傷害タンパク質を修復する HSP の発現増加および傷害タンパ

ク質を分解するユビキチン化に関わる遺伝子の発現増加も重要である [Leonard et al., 
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2004]。80 mg/kg/日群では，HSP とユビキチン-プロテアソーム経路に関連する遺伝子

（Ubb, Hspb3, Psmd4, Cryab, Tcp1, Psmc5, Dnaja1）のマイクロアレイでの発現上昇が認

められた。また，DNA 修復関連遺伝子 Nudt1 が発現上昇した。Nudt1 は，Mth1 とも

呼ばれる 18 kD の Nudix ピロホスファターゼで，ヌクレオチドプール中の酸化プリン

デオキシリボヌクレオチド，8-oxo-dGTP および，出現頻度の低い 2-OH-dATP，8-oxo-

dATP を加水分解する [Maki and Sekiguchi, 1992]。したがって，Nudt1 の発現増加は，

第 2 章で見出された 8-OHdG の増加と同様に，CCA 処理された肝臓での酸化ストレ

スの増加を示唆するものであった。 

多くの細胞増殖関連遺伝子（Pak1, Eif2s1, Ctgf, Camkk1, G3bp1, Stk39, Ptpn2, Plk1, 

Cdc25a, Wt1）が発現上昇し，細胞増殖のネガティブ制御に関わる遺伝子（Crlf3， 

Cdkn1b/p27）の変化もわずかに観測された。さらに，細胞増殖関連遺伝子である Cdk1

が発現低下していた。80mg/kg/日群では，定量的 RT-PCR による検証により，

Cdkn1b/p27 の有意な増加が観察された（Figure 15）。アポトーシス関連遺伝子では，

アポトーシス誘導に関する 2 つの遺伝子（Tmsb10，Pawr）が発現上昇し，アポトーシ

ス抑制に関する遺伝子（Igf1）が発現低下していることが確認された。 

DNA メチル化関連遺伝子としては，Ctcf が発現低下しており，80mg/kg/日群では， 

定量的 RT-PCR の検証により Ctcf の有意な減少が認められた（Figure 15）。さらに定

量的 RT-PCR による追加検索の結果，Dnmt1 および Dnmt3a が 80 および 40 mg/kg/日

群で発現低下していることが明らかとなった（Figure 15）。 

また様々な薬物代謝酵素遺伝子の発現も変動していた。チトクローム P450 の 6 つ

の遺伝子（Cyp51，Cyp3a23/3a1，Cyp2e1，Cyp2f4，Cyp11b2，Cyp2c22）の発現が増加

し，2 つの遺伝子（Cyp4b1，Cyp3a9）の発現が減少していた。糖および脂質代謝に関

連するの 3 つの遺伝子（Dhcr7，Dpp4，Fabp5）は発現増加し，1 つの遺伝子 Apoa4 は

発現減少していた。これらチトクローム P450，糖・脂質代謝に関わる遺伝子変動は，

第 2 章で雌ラットに観察された高血糖，高コレステロール血症を伴うび漫性肝細胞肥
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大と関連している可能性があった。トランスポーターの 5 遺伝子（Slc29a1, Slc10a1, 

P2rx4, Slc17a7, P2rx1）とホルモン関連の 3 遺伝子（Hsd11b1, Nr3c2, Pgrmc1）は発現が

上昇した。その他，免疫反応を含む様々な遺伝子が，発現上昇（Olr59, Mgp, Ebf1, Dusp6, 

Vps33b, Avpr1a, Mmp2）または発現低下（C3）した。 

 

Mt1 遺伝子のプロモーター領域における DNA メチル化解析 

遺伝子発現解析の結果，Mt1 mRNA は 80 mg/kg/日群で有意に発現が低下している

ことが明らかとなった。CCA が Mt1 の発現をどのように抑制するかを調べるため，

Mt1 遺伝子のプロモーター領域の DNA メチル化状態を MeDIP-PCR 法により解析し

た。ラット Mt1 遺伝子の非 CGI 部位（nCGI）1 か所および CGI 部位（CGI 1 および

2）2 か所の DNA 配列をカバーする 3 種類のプライマーとプローブセットを設計し

た。予想に反して，80 mg/kg/日群では，調べた 3 か所すべての DNA メチル化状態が

対照群と同等か相対的に低く，対照群および 80 mg/kg/日群のいずれも低メチル化状

態であった（Figure 16）。 
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考 察 

本章では，免疫組織化学的検索，網羅的遺伝子発現解析および DNA メチル化解析

を実施し，CCA を投与された雌ラットの肝毒性メカニズムの解明を試みた。肝臓はヒ

素の毒性標的として知られ，ヒトではヒ素曝露により肝臓が傷害され，その後，肝臓

がんが発生する [Tokar et al., 2010]。ヒトのヒ素曝露や実験動物へのヒ素投与に関す

る研究では，肝臓において肝細胞変性，肝炎，線維化ならびに肝硬変が誘発されるこ

とが報告されている [Jomova et al., 2011]。第 2 章で，CCA 80 および 40 mg/kg/日を 4

週間反復経口投与したところ，雌にのみび漫性の肝細胞肥大が生じ，80 mg/kg/日では

雌雄各 1 匹のみではあるが，血漿中の AST および ALT の高値を伴う限局性肝細胞壊

死および胆管過形成がみられたことを明らかにした。さらに，雌は雄よりも顕著に肝

毒性を示す血液生化学的パラメータの変動がみられた。CCA の肝毒性に関する性差

は知られていないため，本研究では，80 mg/kg/日で4週間投与した雌雄の肝臓を用い，

代謝物を含む 5 種のヒ素濃度を測定した。iAs は，ヒトおよび実験動物において酵素

的にモノ，ジおよびトリメチル化（MMA，DMA，TMA）され，肝臓で高濃度に検出

される [Thomas et al., 2001; Watanabe and Hirano, 2013]。本研究では，反応性が高くヒ

素毒性の原因となる DMA(III) と DMA(V) との比率は確認しなかったが，DMA が肝

臓の主要代謝物であることが明らかとなった。雌の As(V) および MMA の濃度は雄

より高かったことから，分布するヒ素の違いが肝臓の反応性の違いにつながったと推

測された。As(V) および MMA 濃度が雌で雄より高い理由は明らかではないが，雌で

は As(III) を MMA に代謝するメチル化能力が雄より高く，As(V) を As(III) に還元す

るプリンヌクレオシドホスホリラーゼ（PNP）活性が雄より低いなどのヒ素代謝にお

ける性差が関連している可能性が疑われた [Muhetaer et al., 2022]。 

As(III) は，S-アデノシルメチオニン（SAM）をメチル基供与体として，ヒ素メチル

化酵素（AS3MT または Cyt19）によって順次メチル化され，MMA(V) と DMA(V) と

なる [Thomas et al., 2001; Watanabe and Hirano, 2013]。SAM は，DNA メチル化など，
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他のほとんどの細胞内メチル化反応にも必要である [Baylin et al., 1998]。そのため，

ラット肝上皮細胞を iAs に慢性的に曝露すると，SAM の枯渇が引き起こされ，悪性形

質転換の際に DNA メチル化のグローバルな低下を引き起こす [Zhao et al., 1997]。iAs

を慢性的に動物に曝露しても，同様に肝臓における DNA 低メチル化を生じさせる 

[Chen et al., 2004; Xie et al., 2004]。DNA のグローバルな低メチル化は，異常な遺伝子

発現を促進することにより作用する発がんの最も重要な非遺伝毒性メカニズムの1つ

であり，肝発がんの原因因子となり得る [Watson and Goodman, 2002]。一方，ヒ素に

よる遺伝子の転写調節領域における高メチル化は，がん抑制遺伝子の発現を抑制する

ことが報告されている [Reichard and Puga, 2010]。従って，ヒ素の曝露は，様々な遺伝

子座における低メチル化および高メチル化の両方と関連している可能性がある。本研

究では，80 mg/kg/日群で Mt1 mRNA の有意な減少が観察された。Mt1 は細胞の自己防

衛システムにおける重要な分子であり，そのシステイン残基は活性酸素種を消去する

ことが報告されている [Thornalley and Vasák, 1985]。よって，Mt1 mRNA の発現低下

は CCA によって引き起こされた肝毒性に重要な役割を果たすと考えられた。Mt1 は

ヒ素と直接結合することはできないが，活性酸素を除去することで保護因子として働

く。Ghoshal らは，ラット肝細胞における Mt1 遺伝子発現の阻害は，遺伝子プロモー

ターの高メチル化に起因すると報告している [Ghoshal et al., 2000]。しかし本研究で

は，80 mg/kg/日群の雌の肝臓において，Mt1 遺伝子のプロモーター領域の DNA メチ

ル化に有意な変化は認められなかった。メチル基供与体 SAM からのメチル基は DNA

メチル基転移酵素（Dnmt）により DNA のシトシン残基に付加される。ヒ素は Dnmt

の活性を変化させ，その結果，細胞内の DNA メチル化パターンを変化させるという

報告がある [Reichard and Puga, 2010]。本研究で検索した DNA メチル化関連遺伝子で

は，Ctcf，Dnmt1 および Dnmt3a が CCA 曝露により発現低下した。Ctcf は高度に保存

されたジンクフィンガータンパクであり，転写因子として最もよく知られているが，

DNA メチル化にも関与する。また，転写活性化因子，抑制因子，エンハンサーとプロ
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モーターの間の情報伝達を遮断する絶縁体など様々な機能を有する [Chang et al., 

2010; Rea et al., 2017]。興味深いことに，ヒ素は Ctcf の DNA への結合を阻害すること

が示されている [Miao et al., 2015; Rojas et al., 2015]。Rea らは，Dnmt 遺伝子のプロモ

ーター領域におけるヒ素による Ctcf の阻害が，Dnmt の遺伝子発現を抑制することを

報告している [Rea et al., 2017]。したがって，CCA による Ctcf の阻害は，Dnmt1 およ

び Dnmt3a の遺伝子発現の抑制に関連する可能性があった。この Dnmt1 と Dnmt3a の

発現抑制は，Mt1 遺伝子のプロモーター領域のメチル化状態が比較的低いことと関連

しているかもしれない。しかし，本研究では CCA が DNA メチル化とは無関係に Mt1

遺伝子の発現を抑制することが明らかとなった。CCA の成分の一つであるクロムに

関して，Cr(VI) は，マウス胚線維芽細胞において，コアクチベーターp300 の転写能に

影響を与えることにより，Mt1 の転写を阻害する [Kimura et al., 2011]。CCA による

Mt1 の発現抑制メカニズムについては，ヒ素とクロムの複合作用も含め，さらなる研

究が必要である。 

臓器の維持には，細胞増殖と細胞死のバランスが重要である。ヒ素をラットに 8 週

間飲水投与すると肝臓の容積を減少させ [Souza et al., 2018]，in vitro で肝細胞をヒ素

に曝露するとアポトーシスの誘導と細胞増殖の抑制が引き起こされるとの報告があ

る [Bera et al., 2011; Rana et al., 2011]。これらの変化には，SOD やカタラーゼなどの抗

酸化酵素の発現低下を伴い [Bera et al., 2011; Rana et al., 2011]，発生した酸化ストレス

は，タンパク質，脂質，DNA など細胞の高分子を損傷する [Jomova et al., 2011]。また

クロムもラットに 10 週間飲水投与すると，肝臓のアポトーシスを誘導することが知

られている [Rafael et al., 2007]。一方，本章における研究では，CCA によって PCNA

標識率が増加し，TUNEL 標識率が減少することが示され，マイクロアレイ解析にお

ける細胞増殖，細胞増殖の負の調節因子およびアポトーシスに関する遺伝子発現の変

動と関連して，細胞増殖と細胞死のバランスが増殖の方向に傾いていることが示唆さ

れた。細胞増殖とアポトーシスに関して，先行研究との相違の原因は不明であるが，
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研究デザインや CCA 構成要素の複合作用に依存している可能性が考えられた。本研

究では，抗酸化と GST に関連する遺伝子発現の変動がマイクロアレイにて観察され，

定量的 RT-PCR でも確認された。よって，CCA を投与された雌ラットでは，CCA に

よる酸化ストレスに関連してアポトーシスと細胞増殖のバランス調節に破断をきた

し，肝毒性を発現した可能性が示唆され，これらの結果は，ヒ素曝露で報告されてい

るように肝発がんに関連している可能性が考えられた [Tokar et al., 2010]。 

第 2 章において，CCA は雌ラットの肝臓で 8-OHdG レベルを増加させ，おそらく

ヒ素とクロムを介した酸化ストレスに起因すると考えられた。マイクロアレイの結果，

酸化ストレスの除去に関連する抗酸化に関与する遺伝子（Gclm, Blvra, Prdx2, Car3, 

Rnh1, Prdx6）の発現増加が認められた。GSH も強い抗酸化力を持つが，本研究では 80 

mg/kg/日群で肝臓にグルタチオン化タンパク質の増加が免疫組織化学的に観察され，

還元型 GSH が消費されていることが示唆された [Giustarini et al., 2017]。この結果は，

ヒ素を Wistar ラットの雄に経口投与すると，肝臓で GSH 濃度が有意に減少したとい

う報告と一致した [Jomova et al., 2011]。さらに，GSH は 5 価のヒ素を 3 価のヒ素に還

元する代謝反応において中心的な役割を果たしており，また代謝物を体外に排出する

ための抱合過程にも利用される [Stýblo et al., 2021; Wadgaonkar and Chen, 2021]。この

ような GSH が関わる種々の反応に関連して，グルタチオン合成の主要な律速酵素で

ある glutamate cysteine ligase modifier subunit（Gclm）がマイクロアレイ解析で増加し，

CCA による GSH 消費による GSH 合成系の増強が示唆された [Chen et al., 2013]。ま

た，第 2 章の血液生化学的検査で示された GGTP の発現増加は，細胞外の GSH を分

解し，システインを再取り込みして GSH を再合成する経路に関連している可能性が

あった [Chen et al., 2013]。GSH の恒常性の破断は，薬物，アルコール，食事，環境汚

染物質によって引き起こされる肝疾患と関連がある [Xu et al., 2017; Chen et al., 2013]。

したがって，雌ラットに観察された GSH の消費あるいは枯渇が CCA の肝毒性の主要

な原因であった可能性が考えられた。GSH と酸化型 GSH の割合（すなわち GSH/GSSG
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比）は，細胞増殖とアポトーシスに関する細胞シグナル伝達プロセスにとって重要で

あり [Giustarini et al., 2017]，本研究では十分検討できていないものの，CCA による

GSH/GSSG 比の減少が細胞増殖と細胞死の不均衡を引き起こした可能性が示唆され

た。これら抗酸化関連の遺伝子変動に一致して，マイクロアレイと定量的 RT-PCR に

より，GST（Gsta2，Gsta3，Gstm5，Gst1，Mgst1）関連の遺伝子の発現増加が明らかと

なった。新生児マウスの肝臓では，GST-mu，GST-pi，GST-alpha，GST-theta の発現が

子宮内ヒ素曝露により増加した [Xie et al., 2007]。GST は大きな酵素群であり，一部

は GSH によるヒ素の抱合を触媒する[Xie et al., 2004; Liu et al., 2001; Leslie et al., 2004]。

GST の発現および活性化，特に GST-pi の増加は，ヒ素-SH 抱合体の細胞外への排出

を増加させることにより，ヒ素への適応反応に重要な役割を果たす [Liu et al., 2001; 

Leslie et al., 2004]。また，ヒトにおける GST の発現は，ヒ素代謝の変化と関連してお

り [Chiou et al., 1997; Marnell et al., 2003]，GST の多型は，ヒトのヒ素中毒の感受性因

子である可能性が挙げられている [Marnell et al., 2003]。よって，GST 遺伝子発現の変

動は，ヒ素の毒性発現に関連する重要な変化であることが示唆された。 

以上のように，CCA を投与された雌ラットの肝臓では，抗酸化，GST に関する遺

伝子発現変動が起こるとともに，ヒ素の解毒代謝および活性酸素の除去のため，GSH

の消費・枯渇が起こり，さらに Mt1 の発現抑制によりレドックス制御に破断をきたし，

細胞増殖を誘導，最終的に肝毒性を引き起こした可能性が示唆された。本研究の課題

として，CCA 曝露による肝臓でのクロムおよび銅の代謝物の分布を確認していない

ことが挙げられる。ヒ素の飲水投与は，ラットの肝臓で Zn，Mg，Na，Ca，Cu の濃度

も変化させることが知られている [Souza et al., 2018]。CCA の肝毒性のメカニズムを

より深く理解するためには，ヒ素，クロムおよび銅による複合的な細胞応答に関する

研究がさらに必要である。 



54 

 

小 括 

第 3 章では，CCA を投与された雌ラットにおける肝毒性メカニズムの解明を試み

た。雌雄の肝臓では，DMA が主要な代謝物であることが判明し，雌の As(V) および

MMA の濃度は雄より高かったことから，分布するヒ素の違いが肝毒性の性差の原因

のひとつと推察された。雌の肝臓では細胞増殖活性が増加するとともに，アポトーシ

スは抑制された。マイクロアレイ解析により，CCA は主に抗酸化，GST，HSP および

ユビキチン-プロテアソーム経路，細胞増殖，DNA メチル化，チトクローム P450，糖

および脂質代謝に関連する遺伝子発現を変動させることが明らかになった。このうち

抗酸化に関わるメタロチオネインの発現抑制機序解明のため，Mt1 遺伝子のプロモー

ター領域における DNA メチル化状態を解析したが，関連する変動はみられなかった。

グルタチオン化タンパクは CCA の投与により増加し，還元型 GSH が消費されている

ことが示唆された。以上の結果から，CCA 投与後の雌の肝臓では，解毒代謝および活

性酸素の消去のため，GSH が消費され枯渇し，さらにメタロチオネインの発現抑制に

よりレドックス制御の破断がおこり，細胞増殖を誘導し，肝毒性を誘発することが明

らかとなった。 
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結 論 

本研究では，ヒ素およびヒ素を含む木材防腐剤の毒性影響について，特に酸化スト

レスに着目し，その毒性メカニズムの解明を試みた。 

第 1 章では，ヒ素による膀胱発がんメカニズムについて検討した。雌性ラットの膀

胱にヒ素の主要な尿中代謝物である DMA(V) を膀胱内投与し，DMA(V) 自体にも酸

化ストレスの増加を伴う尿路上皮傷害および細胞増殖活性の亢進を誘発するポテン

シャルがあることを明らかにした。抗酸化剤 NAC 投与が DMA(V) によるこれらの影

響を抑制するかを検討したところ，予想に反し，DMA(V) による尿路上皮傷害および

増殖作用を増悪化し，NAC は抗酸化作用ではなく，酸化促進作用を示すことが明らか

になった。DMA(V) に対する NAC の増悪作用の機序については，NAC が酸化促進剤

として作用する可能性あるいは NAC が DMA(V) から反応性代謝産物の生成を促進

する可能性が考えられ，毒性発現におけるヒ素代謝の重要性が示された。 

第 2 章では，ヒ素を含む木材防腐剤である CCA に着目し，CCA のリスク評価に有

用な基礎的な毒性情報を提供するため，CCA を雌雄のラットに 4 週間曝露した後に

みられる一般毒性を検索した。CCA を投与したラットの血漿からは，ヒ素およびクロ

ムが用量相関性に検出され，特にヒ素はクロムの約 10 倍のレベルで検出された。CCA

投与群の雌雄では，鎮静および流涎が認められ，雄では体重増加抑制がみられた。臨

床病理学的には，雌雄で小球性低色素性貧血，血糖および脂質の変動，肝および腎機

能障害が観察された。病理組織学的には，雌雄で前胃の角化亢進，小腸の粘膜上皮過

形成，直腸の杯細胞肥大，腎臓の近位尿細管リポフスチン沈着がみられた。雌では，

8-OHdG の増加を伴うび漫性肝細胞肥大が観察された。胸腺重量は雌雄で減少し，雄

では胸腺の皮質萎縮が少数例に認められた。これらの結果から，CCA はヒ素およびク

ロムの毒性により，主に血液，肝臓，腎臓，消化管に影響を及ぼすことが明らかとな

った。 

第 3 章では，CCA を投与された雌ラットにおける肝毒性メカニズムの解明を試み
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た。雌雄の肝臓では，DMA が主要な代謝物であることが判明し，雌の As(V) および

MMA の濃度は雄より高かったことから，分布するヒ素の違いが肝毒性の性差の原因

のひとつと推察された。雌の肝臓では細胞増殖活性が増加するとともに，アポトーシ

スは抑制された。マイクロアレイ解析により，CCA は主に抗酸化，GST，HSP および

ユビキチン-プロテアソーム経路，細胞増殖，DNA メチル化，チトクローム P450，糖

および脂質代謝に関連する遺伝子発現を変動させることが明らかになった。このうち

抗酸化に関わるメタロチオネインの発現抑制機序解明のため，Mt1 遺伝子のプロモー

ター領域における DNA メチル化状態を解析したが，関連する変動はみられなかった。

グルタチオン化タンパクは CCA の投与により増加し，還元型 GSH が消費されている

ことが示唆された。以上の結果から，CCA 投与後の雌の肝臓では，ヒ素の解毒代謝お

よびヒ素およびクロムにより生じた活性酸素の消去のため，GSH が消費され枯渇し，

さらにメタロチオネインの発現抑制によりレドックス制御の破断がおこり，細胞増殖

を誘導し，肝毒性を誘発することが明らかとなった。 

本研究では，ヒ素の主要代謝物の膀胱内投与により，肝臓での代謝をうけない状態

での代謝物自体の影響を明らかにし，加えて抗酸化剤の併用による病態悪化を見出し

た。ヒ素を含む木材防腐剤についての研究では，CCA により誘発される種々の臓器影

響を明らかにし，リスク評価上，有用な基礎情報を提供した。また，肝毒性発現には

酸化ストレスが関与することを明らかにするとともに，ヒ素の代謝が毒性発現機序を

理解するうえで重要であることを示した。CCA の毒性発現メカニズムをより深く理

解するためには，ヒ素，クロムおよび銅による複合的な細胞応答に関するさらなる研

究が必要である。 
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Figure 1.  Representative histopathological changes in the urinary bladder, hematoxylin and 

eosin-stained. (A) Normal urothelial cells in the vehicle control group (scale bar = 18 μm). (B) 

Submucosal neutrophil infiltration in the NAC (high dose)-treated group (scale bar = 18 μm). 

(C) Submucosal neutrophil infiltration in the DMA(V)-treated group (scale bar = 18 μm). (D) 

Nodular urothelial cell hyperplasia in the group co-treated with DMA(V) and NAC (high dose) 

(scale bar = 100 μm). (E) Papillary urothelial cell hyperplasia in the group co-treated with 

DMA(V) and NAC (high dose) (scale bar = 270 μm). 
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Figure 2.  The BrdU labeling index and representative BrdU-positive urothelial cells in the 

urinary bladder. (A) The BrdU labeling index. Data are represented as the mean ± S.D., and 

were analyzed by the Holm’s multiple comparison test (a, P ≤ 0.05 vs. vehicle control group; 

b, P ≤ 0.01 vs. vehicle control group; c, P ≤ 0.05 vs. DMA(V)-treated group). CTL, Control 

group; DMA, DMA(V)-treated group. (B) Normal urothelial cells in the vehicle control group. 

(C, D) Scattered BrdU-positive urothelial cells in the NAC (high dose) or DMA(V)-treated 

group. (E) Frequent BrdU-positive urothelial cells in the group co-treated with DMA(V) and 

NAC (high dose). Scale bar = 18 μm.  
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Figure 3.  Representative immunostaining images of cell proliferation markers. (A, B) p44/42 

MAPK (ERK1/2). Prominent positive reactions in normal urothelial cells in the vehicle control 

group (A) and in hyperplasia in the group co-treated with DMA(V) and NAC (high dose) (B). 

(C, D) Phosphorylated p44/42 MAPK (ERK1/2). Slightly focal positive reaction in normal 

urothelial cells in the vehicle control group (C) and prominent positive reaction in hyperplasia 

in the group co-treated with DMA(V) and NAC (high dose) (D). (E, F) Cyclin D1. No positive 

reaction in normal urothelial cells in the vehicle control group (E) and frequent cyclin D1-

positive urothelial cells in hyperplasia in the group co-treated with DMA(V) and NAC (high 

dose) (F). Scale bar = 20 μm. 
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Figure 4.  Analyses of oxidative stress marker 3-NT in the urinary bladder. (A) 

Immunointensity of 3-NT. Data are represented as the mean ± S.D. and were analyzed by the 

Holm’s multiple comparison test (a, P ≤ 0.01 vs. vehicle control group; b, P ≤ 0.05 vs. NAC 

(high dose)-treated group). CTL, Control group; DMA, DMA(V)-treated group. (B–E) 

Representative images of 3-NT immunostaining. (B) Very weak positive reactions in normal 

urothelial cells in the vehicle control group. (C,D) Weak positive reactions in the NAC (high 

dose) or DMA(V)-treated group. (E) Prominent positive reactions in the group co-treated with 

DMA(V) and NAC (high dose). Scale bar = 18 μm.  
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Figure 5.  Plasma concentration of total Cr and As in rats treated with CCA at 0, 8, 40, and 

80 mg/kg/day for 28 days. Blood samples were collected to determine the concentration of total 

Cr (A) and As (B). N=1 in the control group, and N=3 in each treated group for each sex. 
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Figure 6.  Time-course of body weight changes in rats treated with CCA at 0, 8, 40, and 80 

mg/kg/day for 28 days. During the treatment, body weight was measured weekly. *, **: p ≤ 

0.05 or 0.01 versus control group by Dunnett’s multiple comparison test. 
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Figure 7.  Time-course of food consumption in rats treated with CCA at 0, 8, 40, and 80 

mg/kg/day for 28 days. During the treatment, food consumption was measured weekly in males 

(A) and females (B). *, **: p ≤ 0.05 or 0.01 versus control group by Dunnett’s multiple 

comparison test. 
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Figure 8.  The levels of MCH, MCHC, CHCM, and MCV in rats treated with CCA at 0, 8, 

40, and 80 mg/kg/day for 28 days. Blood samples were collected and subjected to hematology. 

(A) MCH; (B) MCHC; (C, E) CHCM and MCV in total erythrocyte (CHCMt and MCVt, 

respectively); and (D, F) CHCM and MCV in mature erythrocyte (CHCMm and MCVm, 

respectively). *, **: p ≤ 0.05 or 0.01 versus control group by Dunnett’s multiple comparison 

test.  
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Figure 9.  Reticulocyte analysis in rats treated with CCA at 0, 8, 40, and 80 mg/kg/day for 28 

days. Blood samples were collected and subjected to hematological studies. (A) Reticulocyte 

count (Retics); (B) MCV in reticulocyte (MCVr); (C) CHCM in reticulocyte (CHCMr); and 

(D) Content of hemoglobin per reticulocyte (CHr). *, **: p ≤ 0.05 or 0.01 versus control group 

by Dunnett’s multiple comparison test. 
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Figure 10.  Representative images of histopathological lesions in rats treated with CCA. 

Micrographs of the forestomach (A and B) and duodenum (C and D) stained with H&E were 

obtained from rats orally administered CCA at 0 (A and C; Normal) and 80 mg/kg/day (B and 

D) for 28 days. (B) Hyperkeratosis of squamous epithelial cell; (D) Mucosal epithelial cell 

hyperplasia. Scale bar = 100 m. 
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Figure 11.  Representative images of histopathological lesions in rats treated with CCA. 

Micrographs of the liver (A and B) stained with H&E and of the kidneys (C and D) stained with 

Schmorl’s reagent were obtained from rats orally administered CCA at 0 (A and C; Normal) 

and 80 mg/kg/day (B and D) for 28 days. (B) Diffuse hepatocellular hypertrophy; (D) 

Deposition of brown pigments stained positively in the proximal tubules. Inset (C and D): 

Representative images of the proximal tubule stained with H&E from CCA 0 (C) and 80 

mg/kg/day (D). Arrows (D) show brown pigments deposited in proximal tubule. Scale bar = 50 

m. 
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Figure 12.  Determination of oxidative stress markers in rats treated with CCA at 0, 8, 40, and 

80 mg/kg/day for 28 days. 8-OHdG (A) and lipid peroxide contents (B) in liver samples. *, **: 

p ≤ 0.05 or 0.01 versus control group by Dunnett’s multiple comparison test. 

  



87 

 

 

Figure 13.  Cell proliferation and apoptosis in the liver of female rats treated with CCA at 0 

and 80 mg/kg/day for 28 days. Representative image of proliferating cell nuclear antigen 

(PCNA) in control (A) and 80 mg/kg/day-treated female (B). Scale bar = 50 m. Quantitative 

analysis in PCNA labeling index (C) and terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP 

nick-end labeling (TUNEL) index (D). Ratio of PCNA labeling and TUNEL indices are 

calculated (E). N=6. 
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Figure 14.  Representative images of glutathione immunostaining in the liver of female rats 

treated with CCA at 0 and 80 mg/kg/day for 28 days. (A) A control female. (B) An 80 

mg/kg/day-treated female. Scale bar = 50 m. 
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Figure 15.  Transcriptional levels of genes related to antioxidant, GST, cell proliferation, and 

DNA methylation in the liver of female rats treated with CCA at 0, 8, 40, and 80 mg/kg/day for 

28 days. The data consists of metallothionein 1 (Mt1), glutathione S-transferase alpha 2 (Gsta2), 

glutathione S-transferase alpha 3 (Gsta3), microsomal glutathione S-transferase 1 (Mgst1), 

cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (Cdkn1b/p27), DNA methyltransferase 1 (Dnmt1), DNA 

methyltransferase 3 alpha (Dnmt3a), and CCCTC-binding factor (Ctcf), and is presented as a 

percentage of the control levels. *, **: p ≤ 0.05 or 0.01 versus control group by Dunnett’s 

multiple comparison test. N=10. 
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Figure 16.  Methylation status in the promoter region of Mt1. The data are shown in the non-

CGI site (nCGI), first CGI (CGI 1), and third CGI closest to the transcription start site (CGI 2). 

The female rats were orally treated with 0 or 80 mg/kg/day of CCA for 28 days. N=6. 
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CTL, Control group; DMA(V), DMA(V)-treated group. 

  

Table 1.  Histopathological findings in the urinary bladder. 

Lesion 

 

Group 

 CTL  

 

 DMA(V)  
Untreated 

CTL -NAC 
+NAC  

1.6 mg/kg 

+NAC 

90 mg/kg 
-NAC 

+NAC  

1.6 mg/kg 

+NAC 

90 mg/kg 

No. of animals examined 4 4 4  6 6 5  4 

Inflammation 0 0 1  1 4 3  0 

Urothelial cell hyperplasia 0 0 0  0 0 2  0 
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Table 2.  Selected clinical signs from rats treated with CCA. 

  

    Dose level (mg/kg/day) 
Sex Clinical sign   0  8  40  80  
Male   N= 10  10  10  10  
 Consciousness:  Sedation  0  0  0  5* 
 Mouth: Salivation  1  0  0  3  
 Fur:  Soiled fur  0  0  0  1  
        
Female   N= 10  10  10  10  
 Consciousness:  Sedation  0  0  1  4* 
 Mouth: Salivation  0  0  3  2  
 Fur:  Soiled fur  0  0  6** 5* 
Data represent incidence of each sign.      

Significantly different from control : *, p ≤ 0.05; **, p ≤ 0.01 (Fisher’s exact probability test). 
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Table 3.  Selected hematological parameters from rats treated with CCA. 

  

   Dose level (mg/kg/day) 
Sex Parameter  0  8  40  80  
Male  N= 10  10  10  9  
 Ht (%)  45.0 ± 1.8 45.7 ± 1.3 44.3 ± 1.0 43.9 ± 1.3 
 Hb (g/dL)  15.5 ± 0.5 15.9 ± 0.4 15.3 ± 0.4 14.7 ± 0.4** 
 RBC (106/μL)  8.14 ± 0.26  8.25 ± 0.21 8.13 ± 0.31 8.15 ± 0.16  
 RDW (%)  12.2 ± 0.6 12.1 ± 0.2 12.9 ± 0.8 13.5 ± 0.5** 
 HDW (g/dL)  2.40 ± 0.20 2.34 ± 0.07 2.47 ± 0.12 2.56 ± 0.23 
 WBC (103/μL)  7.23 ± 1.22 9.01 ± 1.98 11.46 ± 2.09** 11.76 ± 2.17** 
  Lymphocyte (103/μL)  5.80 ± 1.21 7.00 ± 1.69 9.47 ± 1.77** 9.45 ± 1.97** 
  Neutrophil (103/μL)  1.16 ± 0.46 1.67 ± 0.79 1.60 ± 0.50 1.92 ± 0.48* 
  Monocyte (103/μL)  0.09 ± 0.02 0.13 ± 0.04 0.14 ± 0.05 0.18 ± 0.10** 
  Eosinophil (103/μL)  0.06 ± 0.02 0.08 ± 0.03 0.07 ± 0.05 0.04 ± 0.02 
       
Female  N= 10  10  10  9  
 Ht (%)  42.7 ± 1.3 43.1 ± 1.1 41.2 ± 1.2 40.6 ± 2.1* 
 Hb (g/dL)  14.9 ± 0.5 15.0 ± 0.5 14.1 ± 0.5** 13.8 ± 0.8** 
 RBC (106/μL)  7.70 ± 0.33 7.87 ± 0.22 7.69 ± 0.26 7.61 ± 0.44 
 RDW (%)  12.0 ± 2.1 11.5± 0.7 12.5 ± 1.1 13.6 ± 1.1** 
 HDW (g/dL)  2.19 ± 0.14 2.19 ± 0.14 2.44 ± 0.15** 2.63 ± 0.15** 
 WBC (103/μL)  4.85 ± 1.09 5.28 ± 1.49 8.44 ± 1.68** 7.13 ± 1.83** 
  Lymphocyte (103/μL)  3.81 ± 0.83 4.26 ± 1.25 7.41 ± 1.64** 6.14 ± 1.82** 
  Neutrophil (103/μL)  0.88 ± 0.29 0.85 ± 0.31 0.82 ± 0.24 0.76 ± 0.23 
  Monocyte (103/μL)  0.05 ± 0.02 0.06 ± 0.02 0.08 ± 0.01 0.11 ± 0.08** 
  Eosinophil (103/μL)  0.04 ± 0.01 0.05 ± 0.02 0.03 ± 0.01 0.01 ± 0.01** 
Data represent mean and standard deviation. 
Significantly different from control : *, p ≤ 0.05; **, p ≤ 0.01 (Dunnett's multiple comparison test). 
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Table 4.  Selected blood biochemistry parameters from rats treated with CCA. 

 

   Dose level (mg/kg/day) 
Sex Parameter  0  8  40  80  
Male  N= 10  10  10  9  
 ALP (U/L)  381 ± 58 355 ± 114 242 ± 42** 258 ± 137** 
 AST (U/L)  73 ± 8 75 ± 9 72 ± 11 107 ± 62 
 ALT (U/L)  26 ± 4 24 ± 4 27 ± 7 56 ± 56 
 GGTP (U/L)  0 ± 1 1 ± 1 0 ± 0 5 ± 12 
 Creat (mg/dL)  0.32 ± 0.08 0.29 ± 0.03 0.28 ± 0.03 0.03 ± 0.06 
 BUN (mg/dL)  17.6 ± 1.7 18.2 ± 2.9 19.4 ± 4.2 23.7 ± 4.7** 
 TP (g/dL)  6.12 ± 0.28 6.14 ± 0.32  5.89 ± 0.25 5.49 ± 0.46** 
 Alb (g/dL)  4.23 ± 0.19  4.23 ± 0.26 4.09 ± 0.19 3.83 ± 0.33** 
 Glob (g/dL)  1.90 ± 0.11 1.92 ± 0.10 1.80 ± 0.08 1.67 ± 0.16** 
 A/G ratio  2.23 ± 0.08 2.21 ± 0.13 2.27 ± 0.06 2.30 ± 0.15 
 Gluc (mg/dL)  148 ± 19  145 ± 16  130 ± 11* 123 ± 16** 
 T.Chol (mg/dL)  54 ± 7  60 ± 11 64 ± 9 75 ± 30* 
 TG (mg/dL)  47 ± 24 65 ± 33 45 ± 16 44 ± 17 
 T.Bil (mg/dL)  0.06 ± 0.01 0.05 ± 0.01 0.06 ± 0.01 0.10 ± 0.04** 
 P (mg/dL)  7.0 ± 0.8 7.2 ± 0.5 7.3 ± 0.5 7.7 ± 0.4* 
 Na (mEq/L)  146.9 ± 1.4 146.3 ± 1.0 147.1 ± 1.3  145.9 ± 1.2 
 K (mEq/L)  3.44 ± 0.33 3.38 ± 0.19 3.32 ± 0.13 3.38 ± 0.21 
 Cl (mEq/L)  107.4 ± 0.9 106.7 ± 1.1 107.3 ± 1.0 107.1 ± 1.5 
       
Female  N= 10  10  10  9  
 ALP (U/L)  223 ± 66 190 ± 41 168 ± 51 164 ± 62 
 AST (U/L)  70 ± 8 67 ± 6 56 ± 5**  95 ± 114 
 ALT (U/L)  21 ± 1 15 ± 2** 15 ± 4** 25 ± 24 
 GGTP (U/L)  1 ± 1 1 ± 0  1 ± 0 9 ± 22** 
 Creat (mg/dL)  0.31 ± 0.05 0.38 ± 0.07**  0.31 ± 0.04  0.28 ± 0.03  
 BUN (mg/dL)  19.5 ± 3.1 25.0 ± 3.8* 24.2 ± 5.8 24.2 ± 4.3 
 TP (g/dL)  6.03 ± 0.30 6.08 ± 0.20   5.45 ± 0.33**   5.28 ± 0.20**  
 Alb (g/dL)  4.11 ± 0.19 4.16 ± 0.15  3.81 ± 0.19** 3.69 ± 0.12** 
 Glob (g/dL)  1.92 ± 0.16 1.92 ± 0.11 1.65 ± 0.16**  1.60 ± 0.11** 
 A/G ratio  2.15 ± 0.15 2.17 ± 0.14 2.32 ± 0.14* 2.32 ± 0.13* 
 Gluc (mg/dL)  112 ± 18 107 ± 13 118 ± 13 137 ± 22** 
 T.Chol (mg/dL)  51 ± 10 53 ± 12 61 ± 16 76 ± 34*  
 TG (mg/dL)  16 ± 11 19 ± 9 28 ± 6 52 ± 20** 
 T.Bil (mg/dL)  0.06 ± 0.02 0.06 ± 0.01 0.07 ± 0.02 0.17 ± 0.33 
 P (mg/dL)  5.8 ± 0.9 6.2 ± 0.5 7.4 ± 0.7** 7.9 ± 0.5** 
 Na (mEq/L)  147.1 ± 1.1 147.6 ± 1.5 145.4 ± 2.2 145.9 ± 1.7 
 K (mEq/L)  3.03 ± 0.22 3.18 ± 0.16 3.46 ± 0.25** 3.36 ± 0.24** 
 Cl (mEq/L)  110.6 ± 1.0 110.6 ± 1.1 108.1 ± 1.0** 107.5 ± 2.0** 
Data represent mean and standard deviation.    
Significantly different from control : *, p ≤ 0.05; **, p ≤ 0.01 (Dunnett's multiple comparison test). 
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Table 5.  Selected histopathological lesions from rats treated with CCA. 

  

p g
   Dose level (mg/kg/day) 

Sex Site and lesion  0  8  40  80  
Male  N= 10  10  10  9  
 Thymus: Atrophy, cortical  0  0  0  3  
 Lymph node(mesenteric): Sinus erythrocytosis  0  0  3  8** 
 Forestomach: Hyperkeratosis  0  0  1  7** 
 Duodenum: Hyperplasia, mucosal epithelial cell  0  1  9** 9** 
 Jejunum: Hyperplasia, mucosal epithelial cell  0  3  9** 9** 
 Ileum: Hyperplasia, mucosal epithelial cell  0  3  9** 9** 
 Rectum: Hypertrophy, goblet cell  0  0  1  5* 
 Kidney: Deposition, brown pigment, proximal tubular cell  0  0  10** 9** 

       

Female  N= 10  10  10  10  
 Lymph node(mesenteric): Sinus erythrocytosis  1  0  5  8** 
 Forestomach: Hyperkeratosis  0  0  0  4* 
 Duodenum: Hyperplasia, mucosal epithelial cell  0  0  9** 9** 
 Jejunum: Hyperplasia, mucosal epithelial cell  0  0  8** 10** 
 Ileum: Hyperplasia, mucosal epithelial cell  0  1  6** 8** 
 Rectum: Hypertrophy, goblet cell  0  0  0  4* 
 Liver: Hypertrophy, hepatocyte, diffuse  0  0  10** 10** 
 Kidney: Deposition, brown pigment, proximal tubular cell  0  0  10** 10** 
Data represent incidence of each lesion.      

Significantly different from control : *, p ≤ 0.05; **, p ≤ 0.01 (Fisher’s exact probability test). 
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Table 6.  Selected organ weight from rats treated with CCA. 

  

 

   Dose level (mg/kg/day) 
Sex Parameter  0  8  40  80  
Male  N= 10  10  10  9  
 Brain (mg)  1920 ± 67 1947 ± 91 1820 ± 76* 1864 ± 77 
 Brain (%)  0.686 ± 0.028 0.691 ± 0.032 0.704 ± 0.058 0.764 ± 0.048**   
 Pituitary (mg)  8.2 ± 1.3 8.3 ± 1.5 7.5 ± 0.6 7.4 ± 0.6 
 Pituitary (%)  0.0029 ± 0.0004 0.0030 ± 0.0004 0.0029 ± 0.0002 0.0030 ± 0.0003 
 Lung (mg)  1190 ± 70 1211 ± 76 1213 ± 101 1212 ± 127 
 Lung (%)  0.425 ± 0.026 0.430 ± 0.032 0.468 ± 0.031* 0.495 ± 0.045**   
 Thymus (mg)  460 ± 72 432 ± 100 343 ± 38** 318 ± 99**   
 Thymus (%)  0.164 ± 0.022 0.153 ± 0.033 0.132 ± 0.011* 0.129 ± 0.035*   

 Liver (g)  7.87 ± 0.67 7.90 ± 0.70 7.92 ± 0.75 8.67 ± 1.03 

 Liver (%)  2.81 ± 0.19 2.80 ± 0.15 3.05 ± 0.13 3.55 ± 0.47**   

 Kidneys (mg)  1983 ± 81 2046 ± 164 1963 ± 138 1895 ± 233 

 Kidneys (%)  0.708 ± 0.036 0.726 ± 0.050 0.758 ± 0.045 0.772 ± 0.056*   

 Spleen (mg)  567 ± 73 536 ± 77 475 ± 77* 449 ± 65**   

 Spleen (%)  0.202 ± 0.024 0.189 ± 0.021 0.183 ± 0.024 0.183 ± 0.023 

 Prostate (mg)  304 ± 60 302 ± 42 253 ± 64 183 ± 29**   

 Prostate (%)  0.109 ± 0.024 0.108 ± 0.016 0.097 ± 0.022 0.075 ± 0.013**   

 SV/CG (mg)  940 ± 157 939 ± 169 859 ± 187 632 ± 190**   

 SV/CG (%)  0.337 ± 0.065 0.335 ± 0.068 0.332 ± 0.074 0.256 ± 0.066*   

 Testes (mg)  3158 ± 209 3287 ± 250 3044 ± 195 3142 ± 262 

 Testes (%)  1.13 ± 0.10 1.17 ± 0.10 1.17 ± 0.06 1.29 ± 0.12**   
       
Female  N= 10  10  10  10  
 Brain (mg)  1806 ± 70 1802 ± 54 1722 ± 41** 1680 ± 60**   
 Brain (%)  0.973 ± 0.051 0.964 ± 0.029 0.924 ± 0.041* 0.925 ± 0.036*   
 Pituitary (mg)  11.4 ± 1.2 11.3 ± 1.6 9.7 ± 1.5* 9.3 ± 0.8** 
 Pituitary (%)  0.0062 ± 0.0006 0.0060 ± 0.0007 0.0052 ± 0.0006** 0.0051 ± 0.0005** 
 Lung (mg)  1047 ± 150 1045 ± 144 1080 ± 105 1048 ± 127 
 Lung (%)  0.565 ± 0.085 0.559 ± 0.077 0.579 ± 0.047 0.578 ± 0.072 
 Thymus (mg)  424 ± 43 358 ± 40* 311 ± 70** 242 ± 52**   
 Thymus (%)  0.228 ± 0.020 0.192 ± 0.024* 0.166 ± 0.034** 0.133 ± 0.029**   
 Liver (g)  5.05 ± 0.27 5.25 ± 0.39 6.76 ± 0.59** 7.53 ± 0.82**   

 Liver (%)  2.72 ± 0.17 2.81 ± 0.17 3.62 ± 0.26** 4.16 ± 0.59**   

 Kidneys (mg)  1446 ± 114 1476 ± 105 1608 ± 166* 1620 ± 125*   

 Kidneys (%)  0.777 ± 0.043 0.789 ± 0.041 0.860 ± 0.043** 0.892 ± 0.073**   

 Spleen (mg)  422 ± 52 438 ± 46 406 ± 38 385 ± 41 

 Spleen (%)  0.227 ± 0.029 0.234 ± 0.023 0.218 ± 0.016 0.212 ± 0.019   
Data represent mean and standard deviation.    

Significantly different from control : *, p ≤ 0.05; **, p ≤ 0.01 (Dunnett's multiple comparison test). 
%: Relative organ weight to body weight.    
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Table 9.  Arsenicals (mg/kg tissue) in liver samples from rats treated with 80 mg/kg/day of 

CCA. 

 

  

Arsenicals Male Female 

As(V) 0.55 ± 0.09 1.08 ± 0.49 

As(III) 0.07 ± 0.03 0.08 ± 0.04 

MMA 0.15 ± 0.02 0.26 ± 0.25 

DMA 3.17 ± 0.37 3.40 ± 0.27 

TMA ND ND 

The data are shown as arsenate (As[V]), arsenite (As[III]), and methylated forms, 

monomethylated-arsenic (MMA), dimethylated-arsenic (DMA), and trimethylated-

arsenic (TMA). 

ND: Not detected.   
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Table 10.  Semi-quantitative analysis of GSH immunostaining from female rats treated with 

CCA. 

 

  

 
 Dose level (mg/kg/day) 

Grade 0 80  

 [N=] [6] [6]  

+ 3 0  

++ 3 1  

+++ 0 5  

Statistical significance **  

[N=]: Number of animals examined.   
Significantly different from control: **, p ≤ 0.01 (Wilcoxon rank sum test). 
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Table 11.  Microarray analysis of gene expression in the liver from female rats treated with 

80 mg/kg/day of CCA. 

  

 

Gene name Gene symbol 
Accession 

no. 

Fold 

change 

Antioxidant    

 glutamate cysteine ligase, modifier subunit Gclm NM_017305 3.30  
 biliverdin reductase A Blvra NM_053850 2.94  
 peroxiredoxin 2 Prdx2 NM_017169 2.24  
 carbonic anhydrase 3  Car3 NM_019292 2.21  
 ribonuclease/angiogenin inhibitor 1 Rnh1 NM_139105 2.17  
 peroxiredoxin 6 Prdx6 NM_053576 2.00  
 metallothionein 1 Mt1 NM_138826 0.47  

Glutathione-S-transferase    

 glutathione S-transferase alpha 2 Gsta2 NM_017013 2.95  
 glutathione S-transferase, mu 5 Gstm5 NM_172038 2.10  
 glutathione S-transferase theta 1  Gstt1 NM_053293 2.10  
 microsomal glutathione S-transferase 1 Mgst1 NM_134349 2.03  

Heat shock proteins and ubiquitin-proteasome pathway    

 ubiquitin B Ubb NM_138895 3.48  
 heat shock protein family B (small) member 3  Hspb3 NM_031750 2.70  
 proteasome 26S subunit, non-ATPase 4 Psmd4 NM_031331 2.64  
 crystallin, alpha B Cryab NM_012935 2.48  
 t-complex 1 Tcp1 NM_012670 2.29  
 proteasome 26S subunit, ATPase 5 Psmc5 NM_031149 2.15  
 DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member A1  Dnaja1 NM_022934 2.00  

DNA repair    

 nudix hydrolase 1 Nudt1 (Mth1) NM_057120 2.52  

Cell proliferation    

 p21 (RAC1) activated kinase 1 Pak1 NM_017198 3.36  
 eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1 alpha Eif2s1 NM_019356 2.76  
 connective tissue growth factor  Ctgf NM_022266 2.72  
 calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 1 Camkk1 NM_031662 2.64  
 G3BP stress granule assembly factor 1 G3bp1 AB032425 2.63  
 serine threonine kinase 39 Stk39 NM_019362 2.38  
 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 2 Ptpn2 NM_053990 2.20  
 polo-like kinase 1 Plk1 NM_017100 2.20  
 cell division cycle 25A  Cdc25a NM_133571 2.15  
 Wilms tumor 1 Wt1 NM_031534 2.08  
 cyclin-dependent kinase 1 Cdk1 NM_019296 0.41  

Negative regulation of cell proliferation    

 cytokine receptor-like factor 3 Crlf3 AF072835 2.52  
 cyclin-dependent kinase inhibitor 1B  Cdkn1b (p27) NM_031762 2.15  

Apoptosis    

 thymosin, beta 10  Tmsb10 NM_021261 2.86  
 pro-apoptotic WT1 regulator Pawr NM_033485 2.09  
 insulin-like growth factor 1 Igf1 M15481 0.46  
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Table 11 (continued).  Microarray analysis of gene expression in the liver from female rats 

treated with 80 mg/kg/day of CCA. 

 

 

Gene name Gene symbol 
Accession 

no. 

Fold 

change 

DNA methylation    

 CCCTC-binding factor  Ctcf NM_031824 0.45  

Cytochrome P450    

 cytochrome P450, family 51  Cyp51 NM_012941 4.65  
 cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide 23/polypeptide 1 Cyp3a23/3a1 NM_013105 4.54  
 cytochrome P450, family 2, subfamily e, polypeptide 1 Cyp2e1 NM_031543 3.50  
 cytochrome P450, family 2, subfamily f, polypeptide 4 Cyp2f4 NM_019303 2.10  
 cytochrome P450, family 11, subfamily b, polypeptide 2 Cyp11b2 NM_012538 2.06  
 cytochrome P450, family 2, subfamily c, polypeptide 22  Cyp2c22 NM_138512 2.04  
 cytochrome P450, family 4, subfamily b, polypeptide 1  Cyp4b1 NM_016999 0.45  
 cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide 9 Cyp3a9 NM_147206 0.41  

Glucose and lipid metabolism    

 7-dehydrocholesterol reductase  Dhcr7 NM_022389 2.15  
 dipeptidylpeptidase 4 Dpp4 NM_012789 2.08  
 fatty acid binding protein 5, epidermal Fabp5 NM_145878 2.00  
 apolipoprotein A4 Apoa4 NM_012737 0.39  

Transporter    

 solute carrier family 29 member 1 Slc29a1 NM_031684 3.42  
 solute carrier family 10 member 1 Slc10a1 NM_017047 3.36  
 purinergic receptor P2X 4 P2rx4 NM_031594 2.54  
 solute carrier family 17 member 7 Slc17a7 NM_053859 2.18  
 purinergic receptor P2X 1 P2rx1 NM_012997 2.00  

Genes related to hormone    

 hydroxysteroid 11-beta dehydrogenase 1 Hsd11b1 NM_017080 3.36  
 nuclear receptor subfamily 3, group C, member 2 Nr3c2 NM_013131 2.31  
 progesterone receptor membrane component 1  Pgrmc1 NM_021766 2.09  

Others    

 olfactory receptor 59 Olr59 NM_173293 2.88  
 matrix Gla protein Mgp NM_012862 2.76  
 early B-cell factor 1 Ebf1 NM_053820 2.45  
 dual specificity phosphatase 6 Dusp6 NM_053883 2.08  
 VPS33B, late endosome and lysosome associated Vps33b NM_022286 2.00  
 arginine vasopressin receptor 1A  Avpr1a NM_053019 2.00  
 matrix metallopeptidase 2  Mmp2 NM_031054 2.00  

 complement C3 C3 NM_016994 0.38  


