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研究成果の概要（和文）：本研究は、近位尿細管における有害金属の輸送と毒性発現機構、生命金属の輸送調節
機構を明らかにすること目指した。in vitroでは近位尿細管領域特異的な培養細胞を用いて、CdやMnの輸送、金
属含有薬物であるシスプラチンやCdによる近位尿細管障害の機構について明らかにした。一方、in vivoでは、
元素イメージングを活用し、投与した生命金属が腎臓の各部位にどのように分布するかについて、CdおよびMnを
中心に検討した。Mn輸送体としてのZIP8に注目し、ZIP8変異によるMn代謝異常症の発症機構について検討した結
果、様々な疾患を誘発する変異によってどのように金属輸送に影響を与えるか明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the mechanisms of transport and toxicity of 
toxic metals in the proximal tubules, as well as the mechanisms of regulation of transport of 
bio-metals.
In vitro, we used proximal tubule region-specific cultured cells to clarify the transport of Cd and 
Mn and the mechanism of proximal tubular damage caused by cisplatin and Cd.On the other hand, in 
vivo, we utilized elemental imaging to examine how administered bio-metals are distributed in 
various regions of the kidney, focusing on Cd and Mn. We clarified how metal transport is affected 
by mutations that induce various diseases.

研究分野： 金属毒性学

キーワード： 腎臓　生命金属　有害金属　近位尿細管　輸送　分布　イメージング　シスプラチン

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
有害金属の引き起こす腎障害機構を解明するために腎臓細胞のtrans-well培養を用いて金属輸送と障害マーカー
の誘導を解析し、実験動物を用いて金属の集積部位および障害を解析した結果より、腎臓という複雑な輸送シス
テムを持つ臓器における有害金属の輸送と毒性発現との関係を明らかにできるシステムを構築できた。有害金属
のための輸送体は存在せず、有害金属は必須生命金属のための輸送系を介して細胞に取り込まれ、排出される。
したがって、有害金属の動態と毒性解明により、必須金属の輸送システムの調節機構と攪乱の機構の解明へと繋
がる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

カドミウム（Cd）は腎臓に蓄積し、近位尿細管障害を引き起こすことで、カルシウムやリン

の代謝障害を起こし、イタイイタイ病などの骨障害を起こす。しかし、どのようにして細胞に

Cd が取り込まれ、また排泄されるのか、という基本的なことに関して未解明の部分が多く残さ

れていた。申請者らは、Cd の細胞内取り込みに、生命金属である亜鉛（Zn）の輸送体である ZIP8

や ZIP14 が関与することを見出した。また、ZIP8 や ZIP14 は 2 価のマンガン（Mn）の細胞内取

り込みに関与することも見出した。In vivo での検討により、マウスの腎臓において ZIP8 は皮

質と髄質の境界領域の S3 領域の近位尿細管に発現が高いことを見出した。近位尿細管は糸球

体直下から S1, S2, S3 という 3つの領域に分かれており、各領域で物質輸送や性質が異なる。

そこで、マウスの腎臓近位尿細管の各領域由来の不死化細胞である S1, S2, S3 細胞を用いて、

近位尿細管の領域ごとの輸送や機能を細胞レベルで測定できる系を立ち上げた。さらに、

trans-well を用いることにより、これらの極性を持った尿細管由来の細胞を用いて、管腔から

細胞へ、細胞から管腔へ、血管から細胞へ、細胞から血管へという 4方向の輸送系をそれぞれ

測定可能にした。 

また申請者は、近位尿細管由来の培養細胞を用いて、ZIP8 が管腔側からの Mn の取り込みに

関与していることを見出した。このことは、S3 領域の ZIP8 が Mn の再吸収に関与し、生命金属

である Mn の生体濃度の恒常性維持に一定の役割を果たしている可能性を示している。Mn など

の生命金属の体内量の調節には、近位尿細管における再吸収や排泄量の調節が重要である。こ

の再吸収や排泄量を制御しているのが金属輸送体である。近年、ヒトの ZIP8 の変異により、

血中 Mn 濃度が低下すること、Mn 代謝異常や様々な疾患と関与することが報告され、生命金属

輸送体と疾患との関係が示唆されていた。 

２．研究の目的 

腎臓は生命金属の排泄と再吸収を調節する器官であり、全身での生命金属のホメオスタシス

調節に重要な役割を果たしている。また、腎臓は Cd やシスプラチンといった有害金属の毒性が

強く表れる標的器官である。腎臓の近位尿細管では管腔側、および、血管側のそれぞれで、部位

特異的に再吸収と分泌が行われていることから、腎臓内での生命金属の動的な輸送システムの

全容を明らかにしない限り、有害金属の毒性発現機構を理解することはできない。そこで本研究

では、近位尿細管の原尿側、および、血管側での方向性を持った培養細胞系や in vivo 元素イメ

ージングによって、有害金属の輸送と毒性発現との関係を明らかにし、生命金属の動態とホメオ

スタシス調節機構の解明を目指す。 

３．研究の方法 

有害金属（Cd）や金属（Pt）含有薬物が引き起こす腎障害機構を解明するために、腎臓の様々

な培養細胞を用いた金属輸送と障害マーカーの in vitro 解析を行う。また、実験動物を用いた

元素イメージングの手法を活用することで、Cd や Pt などの集積部位を特定し、腎障害マーカー

の発現部位との比較を in vivo で行う。有害金属が生命金属（Mn, Fe, Zn など）の動態・機能

にどのような影響を及ぼすのか、逆に、生命金属の過不足に伴う生命金属輸送体の発現変動が有

害金属の動態・毒性をどのように変化させるのかを解析する。 

Cd や Pt 以外の有害金属（例えば、Hg, Pb, U）についても検討を行う。また、近位尿細管の

みならず、メサンギウム細胞といった部位由来細胞においても、有害金属の輸送と毒性発現機構

を検討する。さらに、有害金属に関する元素イメージングについては、安定同位体の活用などを

検討することで、高感度化を目指す様々な生命金属の輸送体について変異体を作製し、各種の培

養細胞に発現させることで、細胞内外における有害・生命金属の動態に及ぼす影響を検討する。

さらに、各々の生命金属輸送体が有害金属による毒性発揮において果たす役割を解明する。 

４．研究成果 

（１）腎臓近位尿細管由来不死化細胞を用いたカドミウムによる近位尿細管再吸収障害の評価 



私達は、腎臓における Cd の動態、より鋭敏な指標を用いた腎機能変化、これらの用量－反応

関係について、in vitro と in vivo の双方からのアプローチを行い、腎臓における Cd の蓄積

と毒性発現、および、その相互関係を総合的に明らかにすることを目指した。β2-microgloburin

（β2MG）などの低分子量タンパク質は主に近位尿細管上皮細胞の管腔側の膜に存在する

megalin/cubilin 依存的なエンドサイトーシスで再吸収される。しかし、Cd によるこれらのタ

ンパク質の再吸収障害の詳細なメカニズムはよくわかっておらず、尿細管上皮細胞での再吸収

障害機構について培養細胞を用いてタンパク質ごとに検討した例はほとんどない。そこで私た

ちは、in vitro で尿細管再吸収障害を評価する系を立ち上げ、近位尿細管で再吸収される

Albumin(Alb), transferrin(Tf), β2MG, metallothionein (MT) のエンドサイトーシスに対す

る Cd の影響を評価した。 

1. Albumin, transferrin のエンドサイトーシス効率に対する Cd の影響 

マウスの近位尿細管の S1, S2 部位由来の不死化細胞を用いて、エンドサイトーシスによるタ

ンパク質の細胞内取り込みを計測する系を樹立した。S1 細胞を細胞死が起こらない濃度 Cd に 1, 

3, 6 日間曝露し、蛍光標識した Alb および Tf のエンドサイトーシス効率の変化を調べた結果、

Alb, Tf の取り込み効率は Cd 曝露により変化しなかった。 

2. β2MG, MT のエンドサイトーシス効率に対

する Cd の影響 

β2MG と MT については、recombinant タンパ

ク質を精製し、FITC 標識して取り込み効率の

測定に使用した。S1, S2 細胞を Cd に 1，3，

6 日間曝露したのち、FITC-β2MG と FITC-MT の

取り込み効率を比較した。その結果、FITC-

β2MG と FITC-MT のいずれについても、S2 細胞

への取り込み効率が30～50％にまで低下した

（図 1）。S1 細胞は、S2 細胞ほどの低下は認め

られなかったが、3，6日曝露では、やはり取

り込み効率が低下していた。S1 細胞よりも取

り込み効率が低い S2 細胞において、Cd の影響をより鋭

敏に検出できた可能性がある。 

一方、ヒト由来 hRPTEC において、Cd への 3日間曝露

により、β2MG および MT の取り込み効率が低下すること

が分かった（図 2）。以上の実験より、マウスおよびヒト

の近位尿細管由来の細胞において、細胞死が起こらない

濃度の Cd の曝露により、β2MG と MT のエンドサイトー

シス効率が低下することが分かった。 

3. Cd によるエンドサイトーシス効率低下の機構の解析 

Cd の曝露により、β2MG と MT のエンドサイトーシス効率が低下する原因として、近位尿細管の

管腔側でのエンドサイトーシスに関与している megalin、cubilin のタンパク質発現レベルに対

する Cd 曝露の影響を調べた。1日曝露群の 15 μM（S1 細胞）、3日曝露群の 3 μM（S1, S2 細胞）

の Cd 添加により、megalin の発現がわずかに低下し、S2 細胞を 3 μM Cd に 3 日間曝露した群で

は、megalin と cubilin の両方が低下していた。しかし、他の濃度や曝露期間では、このような

関係を見出せなかった。 

（２）ヒト ZIP8 変異による Mn 代謝異常 

1. ドイツ型低 Mn 血症の患者の ZIP8 変異の影響 

亜鉛（Zn）輸送体の ZIP8 は、Zn のみならず、Cd や Mn を細胞内に輸送する。ドイツにおいて

低 Mn 血症の患者において ZIP8 の遺伝子変異が報告され、Mn 欠乏により糖鎖付加に重要な Mn

酵素ガラクトシルトランスフェラーゼの活性が低下し、糖鎖形成不全による全身症状を呈し

図1. Cd曝露によるS1, S2細胞におけるFITC-β2MG, FITC-MTの取込み
の変化 （Fujishiro et al., Toxics (in revision))
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図2. Cd曝露によるhRPTEC細胞におけるFITC-β2MG,
FITC-MTの取込みの変化 (3日)
（Fujishiro et al., Toxics (in revision))
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た。Mn に親和性を示す輸送体は他にもあるにもかかわらず、ZIP8 に変異があると非常に重篤な

Mn 代謝異常症が起こることから、Mn 輸送体としての ZIP8 の重要性が明らかになった。この症

状を示す患者では、Val33Met と Ser335Thr、Gly38Arg と Ile340Asn の二重変異が見られた。そ

こでこの 4つのアミノ酸それぞれの単一変異 ZIP8 を発現する細胞を作製し、Mn 及び Cd の輸送

への影響を検討した。 

DT40 細胞（ニワトリ B細胞由来細胞）の ZIP8 を欠損したΔZIP8 DT40 細胞にヒト ZIP8 の野

生型および患者と同じ単一 hZIP8 変異遺伝子導入し安定に発現している細胞を作製した。

ΔZIP8 DT40 細胞に hZIP8 WT 及び 4種類の変異体: (Val33Met), (Gly38Arg), (Ser335Thr), 

(Ile340Asn)を安定的に高発現した細胞株の樹立し、Mn の細胞内取込み効率を検討したとこ

ろ、野生株 hZIP8 WT 発現細胞ではΔZIP8 細胞より Mn の取り込みが著しく増加した。しか

し、(Ser335Thr), (Ile340Asn) 発現細胞における Mn の取込みはΔZIP8 細胞と同じレベルであ

った（図 3）。一方、(Val33Met), (Gly38Arg)

発現細胞は ZIP8 WT 発現細胞より高い Mn 取り

込み効率を示した。このモデルにおける Val33

および Gly38 は N 末端細胞外ドメインに、

Ser335 および Ile340 は TMD5 に位置すること

が予測された。ZIP8 の TMD5 に位置することが

予測される場所の変異 (Ser335, IIe340)が Mn

の輸送能に重要な役割を果たすことが示唆され

た。 

2.  ゲノムワイド関連解析 GWAS による疾患と

ZIP8 の関係 

臨床報告に加えて近年、GWAS プロジェクトに

より、統合失調症、高血圧、肥満、HDL コレステ

ロールレベルなどの疾患や症状と ZIP8 の一塩基

多型（SNP）との関連が報告されている。これら

の疾患や症状と関連する SLC39A8 遺伝子の SNP（rs13107325）はミスセンス変異（Ala391Thr）

であり、血中 Mn レベルの低下にも関与していることが報告されている。そこで、ZIP8 を欠損し

たΔZIP8 DT40 細胞に、ヒト ZIP8（hZIP8）の野生型および A391T 変異体を導入し、安定発現細

胞を作製し、Mn、Cd 輸送活性を解析した。（A391T）発現細胞における Mn、Cd の取込みは野生型

hZIP8 発現細胞と比べて、著しい Mn 取り込み効率の低下は示さなかった。A391 は TMD7 の近傍

に位置すると予測される（図 4）。この SNP を持つヒトの血中 Mn 濃度は、10～20％しか低下しな

いことが報告されており、A391T 変異がなぜ多様な疾患に関与するのか、今後の検討が必要であ

る。また、私たちは、Zn しか輸送しない多くの ZIP は、Zn 結合サイトとして TMD5 に HHXPHE モ

チーフを有するが、Zn 以外に Mn、Cd も輸送可能な ZIP8、ZIP14 は HEXPHE となっている（図 4）

ことに着目し、H-H ペアが Zn のみ、E-H ペアが Zn だけでなく Mn、Cd にも親和性を示すのではな

いかと予測した。そこで、ΔZIP8 DT40 細胞を用いて野生型（E343）、変異型（E343H）、（E343A）

発現細胞を作成し、Mn、Cd 取り込み効率を比較した結果、E343A 変異だけでなく、H-H ペアを生

じる E343H 変異によっても Mn, Cd の取込みが著しく低下した。この結果は、ZIP8 の TMD5 の E-

H ペアが Mn、Cd の輸送活性を与えている可能性を示唆している。この理由を明らかにするため

には ZIP8 の立体構造を明らかにする必要がある。ZIP8 の立体構造は解明されていないため、疾

患と関わる ZIP8 の変異や Mn 輸送に重要であるアミノ酸 E343 が H に変わることでどのような構

造変化を起こすか不明である。これらの構造予測の検討を開始した。 

（３）In vivo イメージングを活用したマウス腎臓におけるカドミウムおよびシスプラチン毒性

発現機構の解明 

有害金属（Cd）や金属（Pt）含有薬物の引き起こす腎障害機構を解明するために、実験動物を

用いて、元素イメージングの手法を活用し Cd や Pt などの集積部位を特定し腎障害マーカーの
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図3. ZIP8変異体を安定発現した∆ZIP8DT40細胞におけるMn取り込み効率

0

0.1

0.2

M
n

(n
m

ol
/m

g 
pr

ot
ei

n)

Mn 0.1 µM

Ala391Thr(SNP)

Extracellular

Cytoplasm

TMD

N 
terminus

C terminus

I II III IV V VI VII VIII
391

343

ZIP4
ZIP5
ZIP6
ZIP7
ZIP8
ZIP14

CHELPHE
CHELPHE
CHELPHE
LHEIPHE
CEELPHE
CEELPHE

TMD5

TMD5

Wild type ZIP8
変異（他のZIP型）
変異（not ZIP型）

343

E343H
E343A

WT CEELPHE
CHELPHE
CAELPHE

図4. human ZIP8変異の位置とTMD5の金属結合モチーフ



発現部位との比較を行い、様々な腎障害誘発金属および薬物の腎障害発現機構の解明を目指し

ている。Cd および Pt 含有薬物であるシスプラチンを投与したマウスを用いて、Laser Ablation- 

ICP-MS (LA-ICP-MS)を用いて元素イメージングを行い、同じ組織切片を用いて腎障害マーカー

や腎臓部位マーカーによる免疫染色を行い、これらの分布を重ね合わせることにより、毒性の発

現と金属局在関係を詳細に明らかにする。 

1. CdCl2飲水投与よるマウス腎臓おける金属分布 

C57Bl/6 マウスに 0, 20, 50 ppm の Cd を 4 ヶ月間

摂取させ、Cd 濃度と分布の測定、及び、腎障害マーカ

ーの免疫染色を行った。その結果、腎臓中 Cd 濃度は

Cd飲水 50 ppm 曝露群における腎臓中Cd濃度は50–70 

ppm であり、腎障害発症の臨界濃度とされる 200 ppm

の約 1/4 で、腎臓の HE 染色により明確な腎細胞死は

認められなかった。また、LA-ICP-MS による元素イメ

ージングにより、Cd の分布を調べた結果、Cd は腎髄

質側ではなく、腎皮質への分布を示した。また、Fe, 

Cu, Zn の必須金属の元素イメージングも行ったが、分布についての可視化は可能となったが（図

5）、これらの 3元素の定量化はまだ十分ではなく、今後の課題として残った。また、元素イメー

ジングに使用する機器として LA-ICP-MS を用いた検討を開始しているが、生命金属によっては

良好なデータが得られない場合、放射線医学総合研究所の microPIXE や理化学研究所の SPring8

を用いたイメージングも考えている。予備検討として SPring8 を用いて Cd を投与したマウスの

腎臓の凍結切片を用いて Cd 分布については検討し、良好な結果を得ている。 

Cd-metallothionein（Cd-MT）複合体を直接

動物に投与して短期間で腎障害を起こすモ

デルを用いて、新たな腎障害マーカーやCdの

局在性を解析し、元素イメージングによる Cd

の分布、および腎障害に関する指標の経時変

化を解析した。ICR 雌マウスに Cd-MT（0.6 

mgCd/kg）を皮下投与し、腎臓における Cd 分

布を LA-ICP-MS により調べた。Cd-MT 投与後

3～8 時間では、Cd は皮質の辺縁部から皮質

全体に分布していたが、18 時間から 3 日後では髄質に近い S3 領域が豊富な領域にも分布してい

た（図 6）。今後この実験モデルを用いて Cd による腎障害の特徴であるファンコニー症候群発現

メカニズムを解析するため、リン、Ca 再吸収障害発症機構を明らかにしていきたい。 

（４）シスプラチンの近位尿細管 S3 領域特異的障害機構の解析 

シスプラチン（CDDP）は近位尿細管の S3 領域を強く障害することが報告されているが、その

機構についてはよくわかっていない。CDDP に対する S3 領域の高感受性の原因を明らかにする

ために、マウス近位尿細管 S1, S2, S3 領域由来不死化細胞（S1, S2, S3 細胞）を使用した。こ

れまでの検討により、S3 細胞は CDDP に対して高い感受性を示すこと、その原因として CDDP 曝

露により S3 細胞では活性酸素種（ROS）量が顕著に増加すること、フェロトーシスが関与する

可能性を報告した。今年度はさらに S3 細胞の CDDP に対する脆弱性に関わる機序を検討した。

その結果、細胞内遊離 Fe2+量は、S3 細胞で高い値を示し、CDDP 添加によって Fe2+量は S3 細胞に

おいて顕著に増加した。また、CDDP 曝露後の過酸化脂質量は、S3 細胞において著しく高いこと

が明らかとなった。また、過酸化脂質を還元するグルタチオンペルオキシダーゼ 4（GPX4）の発

現量は、CDDP 曝露により S3 細胞においてのみ減少した。フェロトーシス阻害剤 Ferrostatin-1

によって CDDP による細胞死が抑制されたことから、鉄依存的な脂質酸化反応を伴う細胞死であ

るフェロトーシスが、S3 細胞の CDDP 高感受性に一部関与していることが示唆された。 
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