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研究成果の概要（和文）：カドミウム(Cd)の標的組織である腎臓近位尿細管の領域特異的由来細胞(S1, S2, S3)を用い
た検討によりS1, S2, S3領域ごとに管腔側および血管側からのCdの取り込みおよび排泄を解析した結果、尿細管の部位
によってCdイオンの取り込みおよび排泄が異なることを見出した。神経細胞におけるMn取り込みには、DMT1のみならず
ZIP14が関与し、脳疾患の病変での上昇が報告される炎症性サイトカインによってMnの取り込みおよび排泄が変化し、
神経細胞へのMn蓄積が増加する可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the mechanism of Cd and Mn transport in 
the target organs of　their toxicity. To examine Cd transport in the proximal tubule of kidney, we 
obtained immortalized cells derived from S1, S2, and S3 segments of mouse proximal tubule. We found that 
different patterns of Cd uptake and excretion among segment-specific proximal tubule epithelial cells.
We demonstrated that not ZIP14 which is inducible by cytokines, might play an important role in the 
uptake of Mn in neuronal cells. The inflammatory cytokine enhanced the accumulation of Mn to neuronal 
cells via the increase in Mn uptake and the decrease in Mn excretion. These data suggest that metal 
transporters might play an important role in accumulation of Mn in the brain of neurodegenerative 
diseases where the levels of inflammatory cytokine are abnormally elevated.

研究分野： 環境分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
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 がどのようにして細胞に取り込まれる
のかという基本的なことすらよくわかって
いなかった。古くから Cd は Ca チャネルや
Fe 輸送体を介して細胞内に取り込まれると
考えられていた。本申請者らは、これまでに、
マウス胎仔由来繊維芽細胞およびラット好
塩基球性白血病細胞を用いた解析により、Cd
輸送に Zn 輸送体の ZIP8, ZIP14, 鉄輸送体の
DMT1 が関与することを明らかにしてきた。
また、その過程で、Cd と Mn は共通する輸送
系を介して細胞内に取り込まれていること
を明らかにしてきた。 
しかし、実際の Cd 毒性の標的組織である

腎臓や、食物からの Cd の吸収に関与する小
腸において、ZIP8, ZIP14, DMT1 が具体的に
どの程度関与しているのかについてはまだ
良く分かっていなかった。また Mn 中毒によ
ってパーキンソン病様症状が起こることが
古くから知られているが、実際に神経細胞に
どのようにして Mn が取り込まれるのかにつ
いてもほとんど分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、①Cd 毒性の標的組織である
腎臓、小腸における Cd 輸送機構を動的に解
析する。②Mn の毒性の標的組織である脳に
おける Mn 輸送について解析し、亜鉛(Zn)お
よび鉄(Fe)の代謝との関係を明らかにする。
③ZIP8, ZIP14, DMT1 による Cd および Mn 取
り込みを調節する生体内因子を探索する。以
上により、Cd と Mn の標的臓器における組織
特異的な金属輸送体の役割と調節因子を明
らかにする。 
 
３． 研究の方法 
① Cd 毒性の標的組織である腎臓近位尿細

管の S1, S2, S3 領域由来の不死化細胞を
入手し、管腔側と血管側からの金属取り
込みを分けて測定できるカップ培養シ
ステムを用いて培養可能かどうか電気
抵抗値およびタイトジャンクション形
成能について検討する。その後、それぞ
れの部位での管腔側および血管側から
の Cd 取り込みおよび排泄機構を動的に

解析する。競合実験による阻害金属の影
響について検討する。また、各部位にお
ける Cd 動態に対する MT の影響も明ら
かにする。 

② 消化管のモデル細胞として Caco-2 細胞
を使用し、消化管からの Cd の取り込み
に関与する可能性のある DMT1, ZIP8, 
ZIP14, CaT1 の輸送体の siRNA をそれぞ
れ細胞に導入して発現抑制し、カップ培
養システムへと移し、抵抗値の上昇を確
認後、管腔側からの Cd の取り込みに対
する影響を解析する。 

③ Mn 毒性の標的組織であるヒト神経芽細
胞腫の SH-SY5Y 細胞を使用し、3 つの
輸送体（ZIP8, ZIP14, DMT1)に注目し、
それぞれの金属輸送体の siRNA を導入
して発現抑制し、Mn 取り込みへの影響
を解析する。また、SH-SY5Y 細胞に IL-6, 
TNF, IL-1を添加し、mRNA レベルお
よびタンパクレベルで各金属輸送体発
現量の影響と金属取り込みおよび排泄、
蓄積量の変化を解析する。 

４．研究成果 

(1) 消化管上皮細胞における Cd 輸送機構 
消化管については、モデル細胞として

Caco-2 細胞を使用し、カップ培養システムを
用いて管腔側からの Cd の取り込みに、すで
に報告のあるDMT1に加えてZIP14が関与す

る可能性を検討した。それぞれの金属輸送体
の siRNA を細胞に導入後、カップ培養系へと
細胞を移し、管腔側からの Cd の取り込みに
対する影響を検討した。DMT1 を発現抑制す
ると5 MのCd取り込みが低下したが、ZIP14
の発現を抑制すると、0.1, 1 M の Cd 取り込
みが著しく低下したことから、ZIP14 は食事
に含まれるような低濃度の Cd の吸収に重要
な役割を果たす可能性を見出した（図 1）。 
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消化管からの Cd の吸収に関して、カルシウ
ムトランスポーターの CaT1 が関与する可能
性がある。そこで、CaT1 を Caco-2 細胞にお
いて発現抑制した結果、0.1, 1.0, 5.0 M のい
ずれの濃度の Cd の取り込みも有意な差は見
られなかった（図 2）。よって、消化管モデル
細胞である Caco-2 細胞において、5 M 以上
の Cd に対しては DMT1 が、1 M 以下の Cd
に対しては ZIP14 が Cd の取り込みに関与す
る可能性が示唆された。 

 
(2) 神経細胞における Mn 輸送機構の解析 

Mn の脳神経細胞における取り込みには、
Fe 輸送体の DMT1 およびトランスフェリン
受容体の関与しか検討されていない。そこで、
神経細胞におけるMn輸送にZIP8, ZIP14およ
び DMT1 が関与するか検討した。また、肝臓
においてZIP14は IL-6に応答して発現上昇す
ることが知られており、近年、脳変性疾患の
病変における炎症性サイトカインの上昇が
報告されているため、神経細胞における炎症
性サイトカインの金属輸送に対する影響を
解析した。 

SH-SY5Y 細胞に、DMT1 siRNA および
ZIP14 siRNA を導入して輸送体の発現を抑制
すると、Mn2+取り込み効率は control siRNA
導入細胞に比べて顕著に低下した。しかし、
ZIP8 の発現を抑制した際には、Mn2+取り込み
効率は変化しなかった。（図 3）。 
 次に、SH-SY5Y 細胞を IL-6 に曝露し、金
属輸送体の発現への影響を調べた結果、Mn
の輸送に関与する ZIP8 および ZIP14 の発現

が IL-6 によって上昇することが分かった。し
かし、DMT1 の発現は変化しなかった。また、
IL-6 曝露後の Mn の取り込みおよび蓄積を調
べた結果、Mn 蓄積が約 2.5 倍に上昇した。一
方、近年 Mn の輸送に関与する可能性が知ら
れている ZnT10 に対する IL-6 の影響を調べ
た結果、ZnT10 の発現が IL-6 によって低下す
ることを見出した。そこで、SH-SY5Y 細胞を
IL-6 に曝露した時の Mn の排泄効率について
調べた結果、Mn の排泄効率が IL-6 によって
低下することが分かった。以上の結果より、
SH-SY5Y 細胞を IL-6 に曝露することによっ
て起こるMn蓄積の上昇は、ZIP8およびZIP14
の発現上昇による Mn 取り込みの上昇と
ZnT10 の発現低下による Mn 排泄効率の低下
の両方が関与している可能性が示唆された
（図 4）。（発表論文②） 

 
次に、IL-6 以外の TNF-, IL-1に SH-SY5Y
細胞を曝露した時の影響を解析した結果、
TNF-により ZIP8, ZIP14 が、IL-1により
ZIP8 が発現誘導された。一方、Mn の排泄に
関与する可能性が報告されている ZnT10 の
発現が TNF-, IL-1によって低下することが
分かった。以上の結果より、IL-6 と同様に、
TNF-と IL-1もMn輸送体の発現を変化させ、
Mn 蓄積を増加させることが明らかになった。 
近年、様々な脳変性疾患脳での炎症性サイ

トカインの役割が報告されているため、これ
らのサイトカインが Mn 蓄積の増加を引き起
こし、脳疾患の悪化を引き起こす可能性が示
唆された。 
(3)腎臓近位尿細管における Cd 輸送機構 
カドミウム（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
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トーシスで再吸収されることが明らかにさ
れている。これまでの本研究者らの検討によ
り、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 Cd イオン
の取り込み系が関与している可能性を見出
ている。本研究者は、近位尿細管の S1 領域
から Cd-MT の形で一度細胞内に取り込まれ
た Cd は再び尿細管腔へと排泄され、さらに
下流の S2 あるいは S3 領域からイオン型の
Cd として再取り込みされるというモデルが
存在するのではないかという仮説を立てた
(図 5)。（発表論文⑥） 

 
そこでさらに詳細な輸送機構の解明を目指
し、マウスの近位尿細管の S1, S2, S3 それぞ
れの領域由来の細胞を入手し、カップ培養シ
ステムを使用し、性状解析と金属輸送の解析
を行った。入手した S1, S2, S3 細胞が、マウ
ス腎臓近位尿細管の S1, S2, S3 領域特異的な
細胞であることを確認した。そこでまず、S1, 
S2, S3 細胞はマウス近位尿細管由来細胞は極
性細胞であるため、カップ培養システムを用
いた培養が可能かどうかを検討した。その結
果、S1, S2 細胞は播種後 2 日目で抵抗値が上
昇し、カップ培養可能あった。一方、S3 細胞
は tight junction は形成されるものの、S1, S2
細胞に比べてその能力は弱いと考えられた
が、ぎりぎりカップ培養可能で 
培地等の漏れはなかった。 
次に、Cd2+を管腔（apical）および血管

（basolateral）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 6）。また、S1, S2
細胞での Cd2+の取り込み効率は、管腔（apical）
および血管（basolateral）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。昨年度ま
で の 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 6）。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。 
したがって、本研究者が昨年度までに提唱

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。しかし、
今回 apical 側から添加したのは Cd2+であり、
Cd-MT の取り込みおよび排泄効率について
も検討する必要がある。Cd-MT の輸送実験の
ためには、MT タンパク質の精製が必要であ
る。そこでグルタチオン S-トランスフェラー
ゼ（GST）融合マウス MT-I タンパク質を大
腸菌系で大量に生産し、高純度に 
マウス MT タンパク質を精製する系を確立し
た。本研究では、Cd-MT の取り込みおよびそ
の他の実験を実施するには至らなかったが、
今後の尿細管部位特異的な Cd 輸送に重要な
知見が多く蓄積できた。大量精製した MT を
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用いて、今後、Cd-MT の尿細管における輸送
実験を展開していく予定である。 
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