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研究成果の概要（和文）：環境汚染重金属であるカドミウムは親電子性を有しており、細胞内タンパク質のシス
テイン残基を修飾することでそれらの機能障害や細胞毒性を発揮する。本研究では、高い求核性を有するパース
ルフィドやポリスルフィドのような活性イオウ分子と、小胞体ストレス応答系のカドミウムに対する防御的役割
を明らかにすることを目的とした。その結果、細胞はカドミウムに対して活性イオウ分子の産生に関わる酵素を
誘導する応答性を有していること、活性イオウ分子はカドミウムのイオウ付加体の形成を介して毒性防御に働く
機能性を有することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cadmium has electrophilic property to modify cysteine residues in cellular 
proteins, resulting in its dysfunction and cytotoxicity. In this study, role of reactive sulfur 
species such as persulfides/polysulfides and ER stress response in protection against cadmium 
toxicity was examined. We found that cadmium induces enzymes associated with the production of 
reactive sulfur species. Also, reactive sulfur species were found to be protective against cadmium 
toxicity via formation of sulfur adducts of cadmium.

研究分野：分子毒性学
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１．研究開始当初の背景 
 
 環境中には多種多様な化学物質が存在し、
生体は常にそれらのストレスに曝されてい
る。その中でも重金属であるカドミウムはイ
タイイタイ病の原因物質であることが知ら
れているが、現在でも低レベルで環境中およ
び食品中にユビキタスに存在しヒトの健康
を障害する可能性が指摘されている。カドミ
ウムの生体影響を理解するには、その毒性発
現機構の解明が不可欠であり、国内外の研究
者によりこれまで積極的に研究が進められ
てきた。カドミウムは親電子性を有する重金
属であることから、求核性を有するタンパク
質のシステイン残基と共有結合を形成する
ことによりその機能障害を引き起こし、それ
が毒性発現の一因であると考えられている。
一方、カドミウムに対する防御応答メカニズ
ムはメタロチオネイン（MT）が中心的な役割
を担っていると考えられており、MT に代わる
代替的な生体防御システムに関する知見は
非常に乏しい。一般に有害な化学物質に曝さ
れた細胞は、ストレスを感知し、応答・適応
する防御システムを備えている。しかしなが
ら、その曝露量が過剰な場合や曝露期間が長
期に渡る場合には、生体が適応可能な閾値を
超えて恒常性が破綻し、その結果として中毒
症状を引き起こす。したがって、カドミウム
による毒性の表現型は、毒性発現系と生体防
御系との総和であり、その意味で特に生体防
御系の解明は、カドミウムの毒性を評価する
上で重要である。 
 最近、これまで硫化水素産生酵素として考
えられていたシスタチオニンγリアーゼ
（CSE）およびシスタチオニンβシンターゼ
（CBS）は、シスチンを基質としてシステイ
ンパースルフィドおよびシステインポリス
ルフィドを産生する酵素であることが明ら
かとなった（Ida T et al. PNAS 2014）。パ
ースルフィドやポリスルフィドのように複
数繋がったイオウ原子は他のイオウ原子に
転移可能であるという特徴を持ち、システイ
ンパースルフィドを起点として様々なパー
スルフィド/ポリスルフィド（グルタチオン
パースルフィド、タンパク質結合型のポリス
ルフィド等）が産生されうる。我々は、この
ようなパースルフィド/ポリスルフィドを有
する分子を総称して活性イオウ分子と呼ん
でいる。活性イオウ分子の最も重要な化学的
な特徴は、pKa 値が下がることによりチオー
ル基と比較して非常に高い求核性（親電子物
質との反応性）を獲得する点にある。このこ
とから、カドミウムも活性イオウ分子との反
応により不活性化されるのではないかと予
想した。イオウ付加体となったカドミウムは
親電子性を消失していることから、カドミウ
ムの新奇解毒代謝物であることが考えられ
る。 
 加えて、カドミウムに対する活性イオウ分
子産生系の応答には小胞体ストレス応答系

が介在していることが考えられる。なぜなら、
小胞体ストレス応答に伴って活性化される
転写因子ATF4はプロモーター上のC/EBP-ATF 
response element（CARE）領域に結合して活
性イオウ分子の産生酵素であるCSEおよびシ
スチントランスポーターであるxCTの発現を
制御していることが報告されているからで
ある。したがって、生体はカドミウムに対し
て、小胞体ストレス応答系の活性化を介して
活性イオウ分子産生を増加させることによ
り、カドミウムの不活性化を促進させる応答
システムを有していることが考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では環境汚染重金属であるカドミ
ウムを用い、小胞体ストレス応答系を介した
活性イオウ分子産生系の応答とその防御的
役割を分子レベルで明らかにすることを目
的とする。また、活性イオウ分子がカドミウ
ムを不活性化する機能性についても検討し、
カドミウムに対する生体防御システムとし
ての活性イオウ分子の役割とその応答機構
の一端が明らかとなることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
 
 カドミウムの主要な標的臓器は腎臓であ
るが、1）肝臓にも蓄積すること、2）血管
内皮細胞にも障害を与えることから、本研
究ではマウス初代肝臓細胞および血管内皮
細胞を用いた。mRNA 量はリアルタイム PCR、
タンパク質量はウエスタンブロットで検出
した。活性イオウ分子量は蛍光プローブであ
る SSP4 を用いて測定した。また、親電子プ
ローブであるβ-(4-Hydroxyphenyl)ethyl 
iodoacetamide (HPE-IAM)と安定同位体を用
いた LC-MRM-MS 法を確立して測定した。細胞
内カドミウムの蓄積量は ICP-MS 法にて測定
し、カドミウムのイオウ付加体は ESI-MS 法
にて検出した。細胞毒性は MTT アッセイで検
討し、インビボにおける急性肝毒性は血中
AST および ALT 量にて評価した。 
 
４．研究成果 
 
 カドミウムに対する活性イオウ分子産生
酵素群の細胞応答性について検討したとこ
ろ、カドミウムに曝露したマウス初代肝細胞
において、活性イオウ分子の産生酵素の 1つ
であるCSEの遺伝子発現の誘導が観察された
が、小胞体ストレス応答性の転写因子 ATF4
の活性化は観察されなかった。肝細胞におけ
る CSE の発現誘導には、小胞体ストレス応答
系とは別の因子が介在しているのかもしれ
ない。一方、カドミウムの曝露濃度依存的に
CBS タンパク質の発現量の増加が観察され
た。そこで、野生型マウスと CSE 欠損マウス
の初代肝細胞におけるカドミウムの細胞毒
性を検討したところ、CSE 欠損型の初代肝細



胞はカドミウムに対して有意に高い感受性
を示した。このとき、細胞内における活性イ
オウ分子の量は確かに低下していた。次に、
ウシ大動脈血管内皮細胞（BAEC）において、
CBS および CSE をノックダウンしたときの細
胞内活性イオウ分子量を測定したところ、特
にCSEのノックダウンにより活性イオウ分子
の量が低下し、同条件下においてカドミウム
の細胞毒性は増強した。これらのことから、
細胞はカドミウムに対して活性イオウ分子
の産生に関わる酵素群の誘導に働く応答性
を有していること、そして活性イオウ分子は
カドミウムの毒性に対して防御的に働いて
いることが示唆された。 
 次に、活性イオウ分子を増加させるような
サプリメントの処理によりカドミウムの毒
性を化学防御できる可能性について検討し
た。ポリスルフィドのモデル化合物である
Na2S4をマウス初代肝細胞に処理すると、確か
に細胞内における活性イオウ分子の量は増
加した。また、Na2S4の処理によりカドミウム
の細胞毒性は軽減された。このとき、細胞内
のカドミウム蓄積量は低下していたことか
ら、Na2S4はカドミウムの不活性化および細胞
内への取り込みの阻害を介して化学防御に
働くことが分かった。また、野生型マウスと
CSE 欠損マウスを用いてインビボにおける急
性肝毒性を指標にカドミウムに対する感受
性を比較したところ、CSE 欠損マウスは野生
型マウスと比較して高い感受性を示した。更
に、Na2S4の処理により、カドミウムの急性肝
毒性は軽減された。MS 解析により、Na2S4と
の反応により生成されたカドミウムのイオ
ウ付加体として、硫化カドミウム(CdS)とチ
オ硫酸カドミウム(CdS2O3)を同定したが、前
者は安定な付加体であるのに対して後者は
不安定な付加体であるために、CdS が少なく
ともカドミウムの不活性化・解毒に寄与する
ことが示唆された。以上より、細胞レベルお
よび個体レベルにおいて、活性イオウ分子は
カドミウムの毒性防御に重要な役割を果た
していることを明らかにした。 
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