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研究成果の概要（和文）：Cdによる近位尿細管障害発現機構を解析するため、マウス近位尿細管のS1, S2, S3 
領域から単離した領域別の不死化培養細胞を用い、S1, S2, S3 各領域のCd 輸送および毒性発現機構を解析し
た。S1, S2, S3細胞のCd2+に対する感受性は差が見られなかったが、Cdを細胞内に輸送するZIP8の発現が高いS3
細胞へのapical側からの取り込みが高いことを見いだした。また腎障害マーカーのKim-1の誘導が非常に低濃度
のCd曝露によりS1, S2, S3のどの細胞でも見られた。mMTタンパク質の精製ができたため、今後、Cd-MTの輸送と
毒性発現機構も解析する予定である。

研究成果の概要（英文）：To analyze the proximal tubular dysfunction mechanism by cadmium (Cd), we 
utilized the mouse immortalized proximal tubule cells derived from S1, S2, S3 segments to examine 
the Cd transport and toxicity. There is no difference in the sensitivity to Cd in S1, S2, S3 cells, 
we found that the high uptake from the apical side of S3 cells where the expression of ZIP8, the 
transporter having a high affinity for Cd, is high. Moreover, the induction of Kim-1 which is   a 
sensitive renal failure marker was observed in S1, S2, and S3 cells exposed to low concentrations of
 Cd. Since the purification of mouse MT protein has been made, it is expected to analyze the 
transport and toxicity mechanisms of Cd-MT in the future.

研究分野：分子環境毒性学
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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 

Cadmium (Cd) は広く地殻に分布し、米や魚

介類に蓄積する。そのため、米を主食にする

日本人は欧米人に比べてCd の体内蓄積量が

多い。しかし、Cd の輸送経路はいまだ未解明

な部分が多く残されている。古くからCd の取

り込みに関わることが検討されてきたカルシ

ウムチャネルや鉄（Fe）輸送体に加えて、近

年、亜鉛（Zn）輸送体のZIP8 およびZIP14 が

Cd の輸送に重要な役割を果たしていること

を本申請者および米国Cincinnati 大学のグ

ループが明らかにした。本申請者らは、これ

までに、様々な哺乳動物細胞を用いた解析に

より、Cd 輸送にZn 輸送体のZIP8, ZIP14, Fe 

輸送体のDMT1が関与することを明らかにして

きた。一方、Cd の排泄に関与する輸送体につ

いては全く報告がない。申請者らは、これま

でにいくつかの輸送体についてCdの排泄に関

与するかどうか検討を行ってきたが、今のと

ころその同定には至っていない。 

申請者らは、Cd の毒性標的組織である尿細

管上皮細胞が極性細胞であることを利用し、

カップ培養システムを用いて、カップの中で

原尿側と血管側に細胞を整列させ、実際の組

織に似た環境で実験できる系をS1, S2, S3細

胞を用いて構築した。この系を用いた実験で

Cdの原尿側（管腔側）からの取り込みにZIP8, 

ZIP14, DMT1 が関与することを見出した。腎

臓近位尿細管におけるCd の輸送はこれまで

Cd-メタロチオネイン（Cd-MT）がエンドサイ

トーシスされることによる再吸収によって説

明されていた。しかし、腎臓近位尿細管由来

の不死化細胞（尿細管の領域の由来は不明）

を用いて、ZIP8 あるいはZIP14 を介したCd2+

の取り込み系も一部機能している可能性と、

一度尿細管上皮細胞に取り込まれたCd が原

尿側に排泄され得ることをカップ培養システ

ムにより明らかにした。そこで申請者らは腎

臓近位尿細管におけるCd 吸収機構のモデル

を提唱した。すなわち、Cd の吸収は近位尿細

管の領域によって異なっており、これまでの

研究で明らかにされたように、糸球体に最も

近いS1もしくはS2領域で、Cd はCd-MT の形で

エンドサイトーシスにより尿細管上皮細胞に

取り込まれ、一度取り込まれたCd の一部は

Cd2+として再び管腔（原尿）側へと排出され、

さらに下流のS3領域においてCd2+として再び

吸収されるというダイナミックな挙動を示す

というモデルである。このモデルに似た吸収

が尿酸では報告されており、尿酸も一度尿細

管上皮細胞に取り込まれ、原尿へと分泌され、

また取り込まれることが明らかにされている。

しかし、Cd がこのような挙動を示すかどうか

は全く検討されていなかった。 

２．研究の目的 

Cdは腎臓に蓄積し、近位尿細管障害を引き

起こすことが知られている。しかし、尿細管

におけるCd 蓄積および毒性発現機構は不明

のままである。そこで、マウス近位尿細管の

S1, S2, S3 領域から単離した領域別の不死化

培養細胞を用い、各領域のCd 蓄積および毒性

発現機構を明らかにすることを目的とする。

また、近位尿細管上皮細胞は極性細胞で管腔

膜と基底膜があり、それぞれの膜で輸送シス

テムが異なる。そこで、カップ培養システム

を活用し、S1, S2, S3 領域ごとに管腔側と血

管側からのCd の取り込みおよび排泄の機構

を解明し、領域特異的なCd 毒性発現機構との

関係を明らかにすることを目的とする。 

３．研究の方法 

S1, S2, S3細胞を用いて、各部位ごとのCd 取

りこみ、排泄の機構を管腔側と血管側に分け

て測定し、その取り込みおよび排泄機構を明

らかにし、Cd の近位尿細管における毒性発現

機構を明らかにする。S1, S2, S3細胞におい

て、① Cd に対する感受性および尿細管原尿

側、血管側での取り込み・排泄に各領域間で

違いがあるか、② Cd の形態（Cd-MT および

Cd2+）によって各領域間で取り込み・排泄に差

があるか、③ Cd2+の取り込みおよび排泄に関

わる輸送体の同定と寄与度④尿細管障害の新

規マーカーであるKim-1, clusterin の発現

誘導、合成、分泌に違いがあるかどうか、に

ついて明らかにする。 

４．研究成果 

①Cd に対する感受性および尿細管原尿側、

血管側での取り込み・排泄に各領域間で違い

があるか 



複数の金属に対する S1, S2, S3 細胞の感受

性を比較した。その結果、腎障害を誘発し、

特に近位尿細管の S3 領域を障害することが

知られているシスプラチンに対しては、S1, 

S2 細胞に比べて S3 細胞が最も高い感受性を

示した。同様に Mn に対しては、S1, S2 細胞

に比べてS3細胞が最も高い感受性を示した。

無機水銀も腎障害を誘発することが知られ

ているが、水銀については S1-S3 細胞に対す

る毒性に差は見られなかった。また、Cd, Pb, 

Cu, Zn についても検討したが、差は見られな

かった（図 1）。 

 

②-1: Cd の形態によって各領域間で取り込

み・排泄に差があるか 

Cd の毒性標的である腎臓近位尿細管にお

いて、Cd はメタロチオネイン（MT）と結合

した Cd-MT の形で糸球体を通過し、近位尿

細管の S1 領域からエンドサイトーシスで

再吸収されることが明らかにされている。

私たちのこれまでの研究から、尿細管の部

位によっては Cd-MT のエンドサイトーシス

のみならず、亜鉛輸送体のうちの ZIP8 ある

いは ZIP14 を介した Cd2+の取り込み系が関

与していることを見出している。 

まず Cd2+を管腔および血管側からそれぞ

れ添加し、30, 60 min 後の Cd2+の取り込み

及び排泄効率を S1, S2, S3 細胞で比較した。

その結果、S3 細胞への管腔側からの Cd2+の

取り込み効率はS1, S2細胞に比較して高か

った（図 2）。また、S1, S2 細胞での Cd2+

の取り込み効率は、管腔および血管側で差

がなかった。しかし、S3 細胞での管腔側か

らの Cd2+の取り込み効率は血管側よりも高

かった。これまでの本研究者による研究結

果（マウス腎臓の in situ hybridization）

により、S3 領域において Cd2+の輸送体であ

る ZIP8 は他の領域と比べて高い発現がみ

られた。このことにより、S3 細胞への Cd2+

の取り込み効率が高いことが説明できる可

能性が示唆された。次に S1, S2, S3 細胞に

2時間 Cd を取り込ませた後、24, 48 hr 後

の Cd 排泄効率を測定した。S1, S2 細胞で

は、排泄された Cd のほとんどが管腔側から

排泄されていた。一方、S3 細胞では管腔側

と血管側にほぼ同じくらい排泄されており、

S1, S2 細胞に比べると血管側への排泄効率

が高かった（図 3）。以上のように S1, S2, S3

細胞への Cd2+の取り込み及び排泄効率は、

尿細管の部位によって異なっていた。 

②-2：メタロチオネインタンパク質の精製 

GST 融合タンパク質を作製するための

vector である pGEX-6P-1 に mouse MT（mMT）

遺伝子を挿入した。作製した plasmid を大

腸菌 BL21 株に形質転換した後、GST-mMT の

精製を行った。しかし、GST を切断する酵

素であるPreScission proteinaseでの切断

効率が悪く、様々な検討を行ったがうまく

いかなかった。そこで、別の vector である

pGEX-4T-1 に mMT 遺伝子を挿入した。

GST-mMT の融合タンパク質の精製後、

thrombinで今回はGST切断することができ、

mMT を精製できたが、時間がかなりかかっ

てしまった。 

同様に S1, S2, S3 細胞における Cd-MT

の取り込み効率および排泄効率を測定する
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予定だったが、リコンビナント mMT-1 の精

製に手間取り検討できなかった。本研究者

らが提唱した仮説のように、Cd は尿細管上

皮細胞に一度取り込まれた後、その一部が

S1, S2 領域で管腔側に排泄され、再び S3

領域の上皮細胞に再吸収される、というダ

イナミックな動態が存在している可能性が

示唆された。今後、Cd-MT を用いた実験を

展開していく予定である。 

③Cd2+の取り込みおよび排泄に関わる輸送体

の同定と寄与度 

これまでの検討により、近位尿細管の S3 領

域における Cd2+の取り込みには ZIP8 および

ZIP14 が重要な役割を果たす可能性が示唆さ

れた。siRNA および CRISPR-Cas9 システムを

用いて恒常的に金属輸送体の発現を抑制し

た細胞の樹立を試みたが、ZIP8 の発現抑制は

成功しなかった。今後、系を変更するあるい

は一過性の発現抑制によりZIP8およびZIP14

の S3細胞における Cdの取り込みへの寄与度

を明らかにする。 

④尿細管障害の新規マーカーであるKim-1, 

clusterin の発現誘導、合成、分泌に違いが

あるかどうか 

腎障害のバイオマーカーとして尿中腎障害

因子（Kim-1）、尿中 clusterin などが尿細管

障害の指標として優れていることが報告さ

れている。これらの新規マーカーは腎障害に

際して腎臓での発現が誘導され、尿中で検出

される。そこで、まず S1, S2, S3 細胞に Cd

を添加した場合の Kim-1, clusterin の発現

変化について調べた。S1, S2, S3 細胞のいず

れにおいても、Cd 添加 1 日後には Cd 濃度依

存的なKim-1の発現上昇が認められた（図4）。

濃度を低めに設定して 3, 6 日間 Cd に曝露し

た場合にもKim-1の上昇がどの細胞において

も見られた。一方、clusterin については、

Kim-1 のような明確な変化が認められなかっ

た。 

 現在、trans-well を用いて培地中に放出さ

れたタンパク質レベルについても測定でき

ないか検討中である。 
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