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研究成果の概要（和文）：カドミウムは肺組織においてがん化を誘引する環境汚染物質として知られているが、
カドミウムがどのような制御機構でがんの悪性化を亢進させるのか、未だに明らかになっていない。本研究は、
肺胞基底上皮腺癌細胞(A549細胞)に対するカドミウム長期曝露の効果とNotch1、HIF-1αおよびPI3K/Akt/ERKシ
グナル経路の機能について検討した。その結果、カドミウム長期曝露されたA549細胞において、Notch1 、HIF-1
αおよびPI3K/Akt/ERKシグナル経路が協調的に機能することで、肺癌細胞の悪性化を亢進することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Cadmium exposure is known to increase lung cancer risk, but the underlying 
molecular mechanisms in cadmium-stimulated progression of malignancy are unclear.  Here, we examined
 the effects of prolonged cadmium exposure on the malignant progression of A549 human lung 
adenocarcinoma cells and the roles of Notch1, HIF-1α, and PI3K/Akt/ERK signaling pathways.  As a 
result, we found that Notch1, along with HIF-1α and PI3K/Akt/ERK signaling pathways, promotes 
malignant progression stimulated by prolonged cadmium exposure in A549 cells.

研究分野：薬学・毒性学・生物学
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１．研究開始当初の背景 
カドミウムは環境汚染物質であり、主に喫
煙や採鉱時に呼吸器を経由して曝露され、そ
の結果、肺、腎臓などの組織において、機能
障害やがんを誘引することが報告されてい
る。培養細胞や個体レベルの実験系からも、
高濃度カドミウムを急性曝露すると、細胞レ
ベルで細胞死を誘導する一方、長期間カドミ
ウムを曝露すると、細胞のがん化が誘導され
ることが報告されている。しかしながら、が
んの悪性化、特にがんの転移能・浸潤能に対
し、カドミウムがどのような影響を与えるの
かは未だに明らかにされていない。 
 がん細胞の転移能・浸潤能は複数の要因に
起因する事象であり、その要因の一つとして、
上皮性のがん細胞が、上皮間葉転移(EMT)を
惹起することが報告されている。EMT は
E-cadherin を含む複数の細胞接着因子が減
少し、タイトジャンクションといった細胞間
の接着が脆弱になる一方、細胞接着因子
N-cadherin、細胞骨格因子 Vimentin などの
間葉系のマーカー分子の発現量が上昇する
ことで、細胞の転移能・浸潤能を上昇させる。
また、分子モーターであるアクチンの重合、
ストレスファイバーの形成を介した細胞の
移動能の上昇によっても転移能・浸潤能が上
昇することが報告されている。 
これまでに、EMT
や細胞移動能の制
御に関わる様々な
因子が既に報告さ
れているが、その
中でもNotch1シグ
ナル経路は、多く
の局面で機能して
いることが報告さ
れている。膜貫通
型受容体かつ転写
因子である Notch1
は細胞外領域にお
いてリガンドと結合することで、タンパク切
断酵素γ-secretase により Notch1 細胞内領
域が切断され、活性化型 Notch1(Notch1-ICD)
を形成する。Notch1-ICD は、転写因子 Snail
の発現を誘導し、それによって E-cadherin
などの転写が抑制され、EMT が誘導される（図
1）。また、近年、研究代表者は、ヒト近位尿
細管上皮細胞(HK-2 細胞)において、カドミウ
ム曝露依存的に Notch1-ICD が形成され、そ
の結果、Snail の発現が増加し、E-cadherin
の発現量が抑制されることを見出した
（Fujiki et al., Cell Death Dis, 2014）。 
 
２．研究の目的 
カドミウムを曝露したHK-2細胞において、
EMT と類似した現象が観察されたことから、
研究代表者は、カドミウム長期曝露によって、
がん細胞が Notch1 シグナル経路の活性化を
介して EMT を惹起し、がん細胞の悪性化を亢
進するのではないかという仮説に至った。そ

こで、本研究は、この可能性について生化学
的・細胞生物学的に解析することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
研究材料としてカドミウムの標的器官と
なる肺、特に肺がん患者の中でも 80%以上が
分類される非小細胞肺がんに属する肺胞基
底上皮腺がん細胞（A549 細胞）を用いること
にし、以下の点について検討する。 
(1)カドミウム長期曝露のA549細胞に対する
影響の解析：カドミウム（塩化カドミウム）
を長期（最長 14 週）曝露し、細胞形態、細
胞成長速度、EMT、細胞移動能を経時的に観
察し、解析する。また、がん細胞の悪性化が
亢進すると抗がん剤に対する耐性も上昇す
ることが報告されているため、肺がんの治療
に用いられる抗がん剤、シスプラチン・ゲム
シタビンに対する耐性への影響についても
検討する。 
 
(2)Notch1 およびその周辺で機能する因子の
役割の解析：(1)で観察されたカドミウム長
期曝露の A549 細胞に対する影響が、Notch1
の機能を介しているのか調べるため、カドミ
ウム長期曝露によって Notch1 シグナル経路
が活性化するのか検討する。また、Notch1 の
機能を阻害したときに、カドミウム長期曝露
の影響が抑制されるのか検討する。さらに、
Notch1 がどのような分子基盤で機能するの
か調べるため、その周辺で機能する因子を探
索する。 
 
４．研究成果 
(1)カドミウム長期曝露のA549細胞に対する
影響の解析 
 A549 細胞にカドミウム 1-20μM を 1-14 週
間曝露したところ、カドミウム 20μM を 10
週間曝露した時点で、何も曝露していない細
胞よりも細胞成長速度が上昇し、細胞の形態
が spindle shape 様の形態となった。さらに、
カドミウム 20μM を 10 週間曝露した細胞で
は、何も曝露していない細胞と比べ、
E-cadherin の発現量が減少する一方、
N-cadherin、Vimentin の発現量が増加してい
た。さらに、phalloidin-FITC を用いた染色
実験の結果、カドミウム 20μM を 10 週間曝
露した細胞では、何も曝露していない細胞よ
りもストレスファイバーの形成が促進して
いた。また、wound-healing assay を用いて、
細胞移動能を測定した結果、カドミウム 20
μMを 10 週間曝露した細胞では、何も曝露し
ていない細胞よりも細胞移動能が上昇して
いることがわかった。また、観察されたカド
ミウム長期曝露のA549細胞に対する効果は、
カドミウム曝露期間を延ばしても同様に確
認された。これらの結果から、カドミウム 20
μMを10週間以上曝露（カドミウム長期曝露）
した A549 細胞では、EMT が惹起され、細胞移
動能が上昇することが示唆された。さらに、



カドミウム長期曝露した細胞では、シスプラ
チンやゲムシタビンに対する耐性が上昇す
ることも確認された。以上の結果から、カド
ミウム長期曝露によって A549 細胞の悪性化
が亢進したことが示唆された。 
 次に、カドミウム長期曝露によって得られ
た A549 細胞の形質は、細胞内からカドミウ
ムを除去しても維持・記憶されるのか調べる
ため、カドミウムを長期曝露した後、カドミ
ウムを加えていない通常培地で 10 週間培養
し、形質が維持されるか検討した。まず、
ICP-MS を用いて、細胞内に存在するカドミウ
ムの量を確認したところ、通常培地で 5週間
培養した時点で、既に細胞内のカドミウムは
完全に除去されていることが確認された。さ
らに、カドミウム長期曝露した後、10 週間通
常培地で培養した細胞では、細胞内からカド
ミウムが完全に除去されているにもかかわ
らず、何も曝露していない細胞と比べ、細胞
成長速度が高く、また EMT が惹起され、抗が
ん剤耐性も上昇していることが確認された。
以上の結果から、カドミウム長期曝露によっ
て得られた形質は、細胞内からカドミウムを
除去しても維持・記憶されることが示唆され
た。 
 
(2) Notch1およびその周辺で機能する因子の
役割の解析 
 カドミウム長期曝露によるがん細胞の悪
性化の亢進における Notch1 の役割を調べる
ため、まず、Notch1 シグナル経路がカドミウ
ム長期曝露によって活性化するか検討した。
その結果、カドミウムを長期曝露した細胞で
は、Notch1 全長、Notch1-ICD、さらにはター
ゲット因子である Snail および Slug の発現
量が上昇していることが確認された。さらに、
γ-secretase 阻害剤 DAPT で処理した細胞お
よび siRNA を用いて Notch1 をノックダウン
した細胞では、カドミウム長期曝露依存的な
SnailおよびSlugの発現量の上昇が抑制され
た。このことから、カドミウム長期曝露によ
って Notch1 シグナル経路が活性化している
ことが示唆された。また、カドミウム長期曝
露した後、通常培地で 10 週間培養した細胞
でも、Notch1 シグナル経路の活性化は維持さ
れていることも確認された。さらに、Notch1
をノックダウンした細胞では、カドミウム長
期曝露によって減少した E-cadherin の発現
量が回復し、カドミウム長期曝露依存的なス
トレスファイバーの形成の促進、細胞移動能
の上昇、抗がん剤耐性の上昇も抑制された。
以上の結果から、カドミウム長期曝露によっ
て、Notch1 シグナル経路が活性化し、それに
よって、A549 細胞の悪性化が亢進しているこ
とが示唆された。 
 また、Notch1 周辺で機能する因子を探索し
たところ、カドミウム長期曝露依存的に転写
因子である HIF-1αの発現量が上昇し、さら
にキナーゼである PI3K/Akt/ERK シグナル経
路が活性化していることが確認された。

HIF-1αおよびPI3K/Akt/ERKシグナル経路は、
どちらもEMTの誘導に関わることが既に報告
されているシグナル経路であるため、次に、
Notch1、HIF-1αおよび PI3K/Akt/ERK シグナ
ル経路が協調的に機能することで、カドミウ
ム長期曝露依存的にEMTを惹起しているので
はないかと予想し、その可能性について検討
した。その結果、Notch1 をノックダウンした
細胞では、カドミウム長期曝露依存的な
HIF-1αの発現量の上昇が抑制され、また、
PI3K/Akt/ERK 経路の活性化が抑制されてい
た。さらに、HIF-1αをノックダウンした細
胞では、カドミウム長期曝露依存的な
Notch1-ICD の発現量の上昇が抑制され、また、
E-cadherin の発現量の減少も抑制された。加
えて、PI3K/Akt/ERK シグナル経路の活性を、
Akt阻害剤MK2206およびERK阻害剤U0126を
用いて阻害した細胞では、カドミウム長期曝
露依存的な HIF-1αの発現量の上昇が抑制さ
れた。以上の結果から、Notch1、HIF-1αお
よび PI3K/Akt/ERK シグナル経路が、相互に
活性化し合い、協調的に機能することで、カ
ドミウム長期曝露依存的にEMTを惹起してい
ることが示唆された。 
 
 以上の結果をまとめると、カドミウムを長
期曝露すると、 Notch1 、 HIF-1 および
PI3K/Akt/ERK シグナル経路が活性化し、協調
的に機能することで、EMT が惹起され、がん
細胞の悪性化が亢進することを見出した。ま
た、カドミウム長期曝露によって獲得された
悪性化したがん細胞の形質は、細胞内のカド
ミウムを取り除いても、ある程度記憶・維持
されることが見出された。これらの成果は、
国際誌 J. Biol. Chem.(2017, in press)に発
表した。 
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