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研究成果の概要（和文）：マクロファージを銅イオン配合培養液で培養し、定量 PCR で調べたと

ころ、細胞膜トランスポーターSLC31A1 遺伝子と小胞体トランスポーターATP7A/7B 遺伝子及び

銅輸送シャペロン ATOX1 遺伝子の発現は、いずれも銅イオン濃度が 200 µmol/L 以上では低下

した。高濃度の細胞内銅イオンが十分排出（輸送）されないと、過剰銅イオンによる DNA傷害

(DNA鎖切断)を生じ、細胞死に繋がると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：We cultured macrophage in the medium with copper ions, and evaluated 
gene expression by quantitative PCR. All expressions of cell-membrane transporter SLC31A1 
gene, ER transporter ATP7A/7B genes and copper transport chaperon ATOX1 gene declined 
when the copper content was larger than 200 µmol/L. When high amounts of copper ions 
were not removed (transported) from the macrophage, it was considered that intracellular 
excessive copper ions might cause DNA damage (DNA-strand breakage), leading to cell death. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 貴金属合金と非貴金属合金は現在でも歯
科修復・補綴治療に多用されているが、口腔
内での化学的・物理的作用によって遷移金属
（銅、鉄、ニッケル、コバルト、チタン等）
のイオンが溶出し、一部の患者に口腔組織炎

症や金属アレルギー症状を惹起している。こ
れらの症状の診断と治療のために、研究代表
者はこれまで金属イオンがマクロファージ
に及ぼす障害作用を形態学的、組織学的及び
生化学的に評価してきた。遷移金属イオンの
ニッケルイオンとチタン粒子は炎症性サイ
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トカインやフリーラジカルNOの産生を増加
させ、DNA に傷害を生じ、細胞死を誘導す
ることを確認した。また、高濃度の銅イオン
が作用すると、細胞内に脂質蓄積を伴う泡沫
化を生じ、核内 DNA に酸化的修飾を生じ、
脂質に酸化損傷を生じることを見いだした。
これらの複数の細胞障害現象がマクロファ
ージに細胞死をもたらしたが、成因について
は不明な点が多く、その解明にはマクロファ
ージ内における金属イオンの細胞内輸送シ
ステムの理解が必要と考えられた。関連する
研究は、歯科生体材料の分野では、国の内外
ともに全く見当たらなかった。そこで、歯科
用金属材料の安全性評価を革新的に高める
ことを究極目標として、本研究「マクロファ
ージ内における遷移金属イオンの細胞内輸
送システムの解明」を立案した。 
 
(2)メンブレントラフィックとは細胞内の小
器官(オルガネラ)の間で行われるダイナミッ
クな小胞(膜)の輸送システムを指す。銅イオ
ンは細胞膜上の銅トランスポーター(Ctr1)で
細胞内に取り込まれ、複数の銅シャペロン蛋
白によって特異的に小器官に輸送される(図
1)。さらに、生体において免疫を担うマクロ
ファージはファゴサイトーシスによって小
器官(ファゴゾーム)を形成し異物を取り込む。
いずれの場合も、トランスポーター（あるい
は Ca/重金属イオンチャンネル）とシャペロ
ンの輸送システムが存在すると考えられる
が、その詳細は不明であった。メンブレント
ラフックに破綻があると微量の金属イオン
でも重篤な細胞障害に繋がる可能性がある
ため、その機構の解明は極めて重要と考えら
れた。 
 

 
図 1 銅トランスポーターと銅シャペロン

(CTR1, ATP7A/7B, Cox17, CCS and Atox1) 
 

(3) 欧米では、非貴金属合金の歯科利用割合
が年々低下している。北欧ではニッケルクロ
ム合金はもとよりアマルガムの使用まで禁
止されている。欧米の金属アレルギー試験会
社（MELISA）によるとインプラントに安全
とされているチタンに対しても 3%の患者が

感受性を示すことが報告されている。しかる
に、国の内外において金属材料による細胞組
織障害の機構が十分に解明されていない。本
研究は、その解明を目的として、歯科用合金
に特徴的な遷移（重）金属イオンの生体防御
系細胞内における輸送に関する検討を行う
ものであり、これからの(遷移)金属材料の生
体安全性評価に不可欠と考えられた。また、
本研究は患者ごとに異なる金属材料への感
受性の違いの解明や医療用金属材料（整形外
科金属材料等）の生体安全性評価にも役立ち、
社会的に大きな貢献が期待できる。 
 
２．研究の目的 
(1) 銅は歯科用貴金属合金に配合されるこ
とが多く、口腔内腐食でイオンとして溶出す
ると微量であっても口腔組織を傷害する。ま
た、銅は生体に必須であると同時に過剰量存
在すると毒性を生じることが知られている。
本研究では、銅イオン配合培地でマクロファ
ージを培養し、銅イオンが銅イオン輸送関連
蛋白質（チャンネルとトランスポーター）の
遺伝子発現に及ぼす影響を（銅イオン）濃度
依存的に検討した。 
 
(2) 低毒性 IC90 濃度の銅イオンがマクロフ
ァージの蛋白発現に及ぼす影響をプロテオ
ーム解析によって調べた。また、定量 PCRに
よる遺伝子発現から蛋白発現を検証した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ①ヒト単球様細胞(THP-1)を 200 nM PMA
と 10% Serum 配合 RPMI1640 培地で 2 日間培
養しマクロファージに分化させた。次いで、
銅イオン（Cu2+）を 0から 500 µmol/L 配合す
る試験培地中で 1日間培養し、PBS(-)洗浄後、
RNeasy Mini Kit（Qiagen）によって Total RNA
を採取した。②遺伝子発現解析は定量 PCR 装
置（TP800, Takara）によって行った。試薬
には PrimeScript RT Reagent Kit， SYBR 
Premix Ex Taq II, Perfect Real Timeサポ
ートシステムのプライマー (いずれも
Takara）を用いた。定量は∆∆Ct 法によって
行った。 
 
(2) ①銅イオンを 1000 µmol/Lまで配合する
培地中で(1)のマクロファージを 1 日間培養
し、細胞生存率を Cell Counting Kit 8（同
仁化学）で調べたところ、IC90銅イオン濃度
は 100 µmol/L であった。②IC90 濃度銅イオ
ンでマクロファージを 1 日間培養し PBS(-)
で洗浄後、セルスクレーパーで剥がし遠心・
上清廃棄によってセルペレットとした。通法
に従い、8-M の urea 緩衝液に溶解させ、
IPGphore (GE Health Bio-Science) を用い
た 2次元電気泳動によってスポット状に分画



した。対照のマクロファージと比較して IC90
濃度銅イオンによって発現増加した蛋白ス
ポットを切り出し、alkylation後、トリプシ
ン処理、濃縮し、Voyager DE-Pro MALDI-TOF 
mass 装置(Applied Biosystems)を用いて質
量分析を行った。ペプチド fingerprint 照合
には Mascot Search を用いた。③②の試験と
対象のマクロファージから total-RNAを採取
し、定量 PCR実験から遺伝子発現を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) ①銅イオンを細胞内に取り込むトラン
スポター遺伝子 CTR1 に相当する SLC31A1 と
SLC31A2 の遺伝子の発現はいずれも銅イオン
が 0から 100 µmol/Lまでは変化がなく、200 
µmol/L以上にすると著しく低下した（図 2）。
ATP7A と ATP7B の遺伝子発現も類似の傾向が
見られた。ATP7B は特に小胞体（ER）からの
銅イオンの排出に関わるため、その低下は銅
イオンの細胞内蓄積に直結すると考えられ
た（図 3）。この知見は世界初と思われる。 

 

図 2 銅イオントランスポーターの遺伝子発

現 1（銅イオン濃度の影響） 

 

 

図 3 銅イオントランスポーターの遺伝子発

現 2（銅イオン濃度の影響） 

 

② 銅イオンを運ぶシャペロンについては、

ミトコンドリアへ運ぶ Cox17の遺伝子は銅イ

オン濃度依存的に発現増加し、SOD1 に運ぶ

CCS の遺伝子は濃度依存的に発現減少した

（図 4）。ER に運ぶ ATOX1 の遺伝子発現は銅

イオンが 200 µmol/L以上で減少した（図 5）。 

 

③４つの DNA 損傷修復酵素（表 1）遺伝子に

及ぼす銅イオン量の影響を検討した。MRE11A

の遺伝子は銅イオン濃度依存的に、当初、発

現増加したが、200 µmol/L以上では発現が低

下した（図 6）。他の３つの DNA損傷修復酵素

である MSH3、RAD51と XPAの遺伝子の発現変

動も MRE11遺伝子に近似していた（図 7）。核

内に輸送された高濃度の銅イオンが、DNA 修

復酵素の遺伝子発現を濃度依存的に阻害し、

その結果、細胞生存率が低下すると考えられ

た（図 8）。この知見は既知だが重要である。 

 
図 4 銅イオン輸送シャペロンの遺伝子発現1 

 

 
図 5 銅イオン輸送シャペロンの遺伝子発現2 



④ 過剰な銅イオンが細胞内で ERに蓄積され

異常蛋白質を作る機構の概念図を右欄（図 9）

に示した。フリーとなった銅イオンはメタル

チオネイン MT1で解毒されることも本研究で

確認した。これらの機構の解明は国の内外で

少なく、今後の継続研究が期待される。 

 

表 1 ４つの DNA損傷修復酵素 

MRE11A ＝ Double-strand break repair 

MSH3  ＝ DNA mismatch repair 

RAD51 ＝ Double-strand break repair 

XPA ＝ Nucleotide excision repair 

 

 
図 6 DNA 損傷修復酵素遺伝子の発現に及ぼ

す銅イオン量の影響 1 

 

 
図 7 DNA 損傷修復酵素遺伝子の発現に及ぼ

す銅イオン量の影響 2 

 

 

図 8 銅イオンの核内 DNA傷害を示す模式図 

 

 

図 9 銅イオンの ERへの輸送と異常蛋白質の

生成を示す模式図 

 
(2) ①IC90濃度銅イオンによって5つの蛋白
スポットが有意に発現増加した（図 10）。質
量分析の結果、そのうち 4つの蛋白スポット
（2,3,4,5）が Heat Shock 70kDa Protein 
(HSP70) 1A/1B に起因する(p<0.05)ことが確
認された。残り 1 つの蛋白スポット（1）は
ribonucleoprotein 200 kDa helicase O5 で
あった(p<0.05)。銅イオンはマクロファージ
内で蛋白質を変性（架橋、フォールディング
妨害）するため、HSP70 が多量に産生され蛋
白の変性による悪影響を防ぐ働き（防御）が
生じたと考えられた。②定量 PCR実験結果か
ら、IC90濃度銅イオンによって HSP70の合成
を誘導する HSP1A/1B遺伝子の発現が 30倍程
度増加することが確認された（図 11）。銅イ
オンによる HSP1A/1B 遺伝子の有意な発現増
加が HSP70蛋白の発現を誘導したと判断され
た。HSP70 は小胞体、輸送小胞やゴルジ装置
中で、銅イオン含有・変異蛋白を分解し、正
常蛋白に戻す役割を有した（図 8）とも考え
られた。③全体を通じて、銅イオンは細胞内
で活発に輸送され、低濃度なら金属イオン解
毒蛋白や DNA損傷修復酵素の働きで無毒化さ
れるものの、量が多いと DNA 傷害(DNA strand 
break)をもたらし、細胞死（ネクロシス、ア
ポトーシス）に繋がると考えられた。 



 

図 10 IC90 銅イオンによる特異的蛋白発現

を示す 2D電気泳動図 

 

 

図 11 銅イオンによる HSP1A/1B 遺伝子の発

現（銅イオン濃度の影響） 
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