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研究成果の概要（和文）：　カドミウムは、HK-2細胞（ヒト由来腎近位尿細管上皮細胞）において、BIRC3の遺
伝子発現およびタンパク質発現を低下させ、その結果、細胞に障害を与えることが明らかとなった。また、
BIRC3遺伝子発現低下によるカスパーゼ3の活性化およびアポトーシスが誘導された。しかも、カドミウムは
BIRC3を介したネクロプトーシスを有意に誘導した。以上の結果より、腎近位尿細管上皮細胞において、カドミ
ウムによるBIRC3の発現抑制は、アポトーシスのみならずネクロプトーシスの誘導も引き起こすことが明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：　Cadmium is one of the harmful heavy metals, which induce severe renal 
toxicity. This study was conducted to clarify the role of BIRC3 in the renal toxicity of cadmium. 
First, it is demonstrated that cadmium suppresses BIRC3 gene expression and reduces intracellular 
protein levels in HK-2 human renal proximal tubular epithelial cells. Knockdown of BIRC3 activated 
caspase 3 in HK-2 cells as well as cadmium. Furthermore, activation of caspase 3 by BIRC 3 gene 
expression reduction is a cadmium-specific action in renal proximal tubular cells. On the other 
hand,  BIRC3 knockdown as well as cadmium treatment significantly induced extracellular release of 
HMGB-1, which is an index of necroptosis, in HK-2 cells. Moreover, phosphorylation of RIPK1 by 
cadmium was also observed. From the above results, it is suggested that suppression of BIRC3 
expression by cadmium not only causes apoptosis but also induction of necroptosis in renal proximal 
tubular cells.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、カドミウムの毒性発現および防御機構におけるBIRC3の役割を明らかにすることを目的とした。
本研究は、本申請者がカドミウム毒性発現に関わる新たな細胞内因子として見いだしたBIRC3の役割解明してお
り、学術的独自性がある。しかも、カドミウムの毒性発現におけるBIRC3の役割解析は世界で初めての報告とな
り、学術的独自性の高いといえる。本研究によって、新たなカドミウム毒性発現機構が明らかになり、カドミウ
ム毒性研究、さらに金属毒性学研究の発展にも大きく貢献することである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 本研究代表者は、有害重金属の一つであるカドミウムの腎毒性発現に関与している新規標的
転写因子の同定を行った。その結果、カドミウムは ARNT（Aryl hydrocarbon receptor nuclear 
translocator）転写因子の活性抑制を介して、細胞毒性を引き起こすことを見いだした。さら
に、カドミウム毒性発現に関わる ARNT の下流因子を検索し、BIRC3［Baculoviral IAP
（inhibitor of apoptosis protein）repeat containing 3］の遺伝子発現が ARNT ノックダウン
によって減少し、BIRC3 の細胞内低下も細胞毒性を示した。この結果から、カドミウムによる
ARNT活性抑制は、細胞内BIRC3レベルを低下させて細胞毒性を引き起こすことが示唆され、
カドミウム毒性発現における BIRC3 の詳細な役割の解明が必要となった。 
 
２．研究の目的 
 本研究代表者はこれまでに、カドミウムが遺伝子発現をかく乱することによって，その毒性
を発揮する可能性を示唆している。遺伝子発現は転写因子の制御下で調節されていることから、
カドミウムは多数の転写因子の活性に影響を与えることによって遺伝子発現かく乱作用を示す
と考えられる。そこで、ごく最近、ヒト腎臓由来（HK-2）細胞を用いて、345 種の転写因子を
対象とした網羅的スクリーニングを実施した。その結果、カドミウムによって活性が変動する
転写因子を複数同定することに成功した。しかも、同定された転写因子のうち、ARNT 転写因
子のノックダウンによる細胞内レベルの低下が、細胞生存率の有意な減少を引き起こすことも
見いだしている。ARNT 転写因子の活性低下による下流因子の細胞内レベルの低下はカドミウ
ム毒性発現に深く関与していると考えられ、カドミウム毒性発現に関与する ARNT 転写因子の
下流因子の同定を試みた。その結果、ARNT 転写因子の細胞内レベルの低下により、BIRC3
の遺伝子発現が減少するとともに、BIRC3 の遺伝子ノックダウンは著しく細胞生存率を低下さ
せることを見いだした。これらの事実は、カドミウム毒性発現に ARNT 転写因子とその下流遺
伝子である BIRC3 が深く関与していることを示唆している。BIRC3 は IAP ファミリーに属す
るタンパク質であり、カスパーゼ活性抑制によるアポトーシス阻害や、細胞内タンパク質の分
解に関わる E3 リガーゼ機能も持っていることが知られている。しかしながら、BIRC3 とカド
ミウム毒性との関連性が検討されたことが全くないことから、カドミウム毒性と BIRC3 との
関係を明らかにすることによって、新たなカドミウム毒性発現機構が解明されるものと期待さ
れる。そこで本研究では、ARNT の転写活性低下を介した BIRC3 の発現抑制がカドミウムの
新たな毒性発現機構であることを解明するとともに、カドミウム毒性決定因子としての BIRC3
の分子機構を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）カドミウムが細胞内 BIRC3 レベルに及ぼす影響の解明 
 HK-2 細胞を無血清培地に希釈したカドミウムで処理した後、total RNA および可溶性タン
パク質を抽出した。リアルタイム RT-PCR により遺伝子発現レベルを、ウェスタンブロット法
によりタンパク質レベルを測定した。 
 
（２）BIRC3 の細胞内レベルの低下および活性抑制がカドミウム毒性発現に及ぼす影響の検討 
 ノックダウンによる BIRC3 の発現抑制がカドミウム毒性に及ぼす影響を検討する。 
 
（３）BIRC 遺伝子ファミリーの発現に及ぼすカドミウムの影響 
 カドミウムによる BIRC3 遺伝子発現抑制作用の特異性を調べるため、BIRC3 以外の BIRC
遺伝子ファミリーの発現に及ぼすカドミウムの影響を検討した。カドミウムで処理した HK-2
細胞から total RNA を抽出し、BIRC1, BIRC2, BIRC4, BIRC5, BIRC6, BIRC7 および BIRC8
の mRNA レベルをリアルタイム RT-PCR 法で測定した。 
 
（４）細胞生存率に及ぼす BIRC3 ノックダウンの影響 
 細胞生存に及ぼす細胞内 BIRC3 レベル低下の影響を調べた。HK-2 細胞を control siRNA お
よび 3 種類の BIRC3 siRNA で 48 時間処理し、MTT アッセイにより生存率を測定した。 
 
（５）BIRC3 が関与するカドミムによる細胞死経路の解明 
 ① アポトーシス作用：カドミウムによるアポトーシス作用における BIRC3 ノックダウンの
影響を TUNEL 染色（アポトーシス検出ツール）で検討した。 
 ② ネクロプトーシス作用：最近、BIRC3 はアポトーシス以外のプログラム細胞死、ネクロ
プトーシスに関与していることが報告された。ネクロプトーシスは近年注目を浴びている新た
な細胞死経路であり、カドミウムのような有害重金属の毒性発現機構との関連性はほとんど報
告されていない。ネクロプトーシスは HMGB-1（high mobility group Box-1 protein）の細胞
外放出を検討した。 
 
（６）カスパーゼ 3 の活性化に及ぼすカドミウムまたは BIRC3 ノックダウンの影響 
 BIRC3 はカスパーゼ 3 活性を抑制することが知られている。そこで、HK-2 細胞においてカ
スパーゼ 3 の活性化に及ぼすカドミウムの影響を調べるため、カドミウム処理後の HK-2 細胞



を用いて細胞内断片化カスパーゼ 3 のタンパク質レベルをウェスタンブロット法で検討した。
また、HK-2 細胞においてカスパーゼ 3 の活性化に及ぼす BIRC3 ノックダウンの影響をウェス
タンブロット法で検討した。 
 
（７）BIRC3 発現抑制を介したカドミウム毒性発現における RIP kinase の役割の検討：BIRC3
がネクロプトーシス経路に関与する際には、RIP（Receptor Interacting Protein）kinase のリ
ン酸化が関わっていることが知られている。そこで、カドミウムによる RIP kinase のリン酸
化に及ぼす BIRC3 の影響を検討した。 
 
４．研究成果 
 カドミウムは、HK-2 細胞において、BIRC3 の遺伝子発現を顕著に抑制するとともに、細胞
内タンパク質レベルも著しく低下させた。なお、BIRC3 以外の 7 種の BIRC 遺伝子ファミリ
ーにおけるカドミウムの発現抑制作用は認められなかった。BIRC3 のノックダウンによって細
胞生存率の低下と、アポトーシスの誘導が示されるとともに、BIRC3 のノックダウンによって
カドミウム毒性も増強された。以上の結果より、カドミウムは、BIRC3 の遺伝子発現を抑制す
るとともに、細胞内タンパク質レベルを低下させ、その結果、細胞に障害を与えることが示唆
された。 
 BIRC3のノックダウンは、カドミウムと同様にHK-2細胞内のカスパーゼ 3を活性化させた。
また、メチル水銀は、IMR-32 細胞と HK-2 細胞において、カスパーゼ 3 を活性化させたもの
の、BIRC3 遺伝子発現には影響を与えなかった。無機水銀は、HK-2 細胞において、カスパー
ゼ 3 の活性化には関与しなかったが、BIRC3 の遺伝子発現を有意に減少させた。無機ヒ素は、
AML-12 細胞において、カスパーゼ 3 の活性化に関与せず、Birc3 の遺伝子発現を上昇させた。
AML-12 細胞において、カドミウムは、カスパーゼ 3 の活性化に関与しないものの、低濃度の
みで Birc3 の遺伝子発現を低下させた。これらの結果より、BIRC3 遺伝子発現低下によるカス
パーゼ 3 の活性化は、腎近位尿細管細胞におけるカドミウム特異的な作用であることが考えら
れる。 
 HK-2 細胞において、カドミウムと同様に BIRC3 ノックダウンは、ネクロプトーシスの指標
である HMGB-1 の細胞外への放出を有意に誘導した。さらに、カドミウムによる RIPK1 のリ
ン酸化も認められた。 
 カドミウム長期曝露マウスの腎臓および肝臓における Birc3 の遺伝子発現変動も調べたとこ
ろ、カドミウムに 67 週間曝露させた 129/Sv 系統マウス腎臓において、Birc3 mRNA レベルの
有意な低下が認められた。しかしながら、同マウスの肝臓では、Birc3 mRNA レベルは有意に
上昇した。以上の結果より、腎近位尿細管上皮細胞において、カドミウムによる ARNT の転写
活性阻害を介した BIRC3 の発現抑制は、アポトーシスのみならずネクロプトーシスの誘導も
引き起こすことが示唆された。 
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