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研究成果の概要（和文）：ヌクレオリンは、血管内皮細胞やがん細胞の細胞表面に高く発現している多機能性の
タンパク質であり、それらの細胞の機能調節に影響を及ぼすことが示されている。本研究では、細胞表面のヌク
レオリンが血管内皮細胞の増殖促進に寄与していることを明らかにした。また、有害重金属であるカドミウム曝
露による各種防御因子の発現にヌクレオリンが関与することも明らかにした。今後、血管内皮細胞のヌクレオリ
ンの機能や役割についてさらに検討をすることでヌクレオリンの関わる増殖シグナル伝達経路やカドミウムによ
る血管毒性発現機構の解明につながることが期待された。 

研究成果の概要（英文）：Nucleolin is a multifunctional protein that is highly expressed on the cell 
surface of vascular endothelial cells and cancer cells, and has been shown to affect the function 
regulation of those cells. The present study, we found that nucleolin on the cell surface 
contributes to the growth promotion of vascular endothelial cells. In addition, it was also revealed
 that nucleolin is involved in the expression of various defense factors by exposure to cadmium, 
which is a harmful heavy metal. In the future, further studies on the function and role of nucleolin
 in vascular endothelial cells will expected to lead to the elucidation of the proliferative signal 
transduction pathways in endothelial cells and the mechanism of vascular toxicity caused by cadmium.

研究分野：血管毒性学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
動脈硬化病変は、虚血性心疾患や脳血管疾患などの主要死因の上位を占める疾患に深く関与している。この病変
の発症・進展の分子機構は極めて複雑であり、多くの研究者がその分子機構解明を目指して研究を行っている。
本研究において、血管内皮細胞におけるヌクレオリンの新たな機能のいくつかを解明することができたことは、
カドミウムなどの有害金属による動脈硬化症などの血管病変発症機構の解明研究に新たな知見を提供するもので
あると考えられ、将来的には公衆衛生の向上にも貢献できることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
動脈硬化病変は、虚血性心疾患や脳血管疾患などの主要死因の上位を占める疾患に深く関与
している。この病変の発症・進展の分子機構は極めて複雑ではあるが、病変形成過程において、
血管内腔を一層で覆っている血管内皮細胞層の傷害後の修復遅延や血管内皮細胞層の機能障害
による抗凝固活性の低下、血管中膜に存在する血管平滑筋細胞の血管内膜における増生とプロ
テオグリカンをはじめとする細胞外マトリクス成分の蓄積、マクロファージおよび血管平滑筋
細胞の変性 LDLの取り込みによる血管内膜での泡沫化などが観察される。申請者はこれまでに、
血管毒性を示す環境汚染重金属のカドミウムおよび鉛が血管内皮細胞および血管平滑筋細胞に
対して種々の機能異常を引き起こすこと、並びにそれらの機能異常には、細胞機能調節にも関与
しているプロテオグリカンの合成異常が関与することを明らかにしてきた。例えば、血管内皮細
胞においては、鉛がヘパラン硫酸糖鎖を結合したヘパラン硫酸プロテオグリカンの大型分子種
であるパールカン分子の合成を選択的に阻害することを通じて、血管内皮細胞が産生する内因
性の塩基性線維芽細胞増殖因子（FGF-2）の応答性を低下させ、結果として傷害された内皮細胞
層の修復遅延を引き起こすこと（Fujiwara and Kaji, J. Health Sci., 2000; Fujiwara, J. Health 
Sci., 2004）などを明らかにした。しかしながら、重金属による血管毒性発現機構解析について
は、未だ不明な点が多く残されていた。 
ヌクレオリンは発見当初、核タンパク質として報告され、その主な機能としては、 RNA 結合
タンパク質や DNA 結合タンパク質として核内でリボソームの生合成やクロマチンの脱凝縮等
に関与していることが知られている。また、細胞質成分の核への流入や核成分の核外輸送といっ
た核—細胞質間のシャトルタンパク質として機能することが示されている。さらに、ヌクレオリ
ンは、細胞表面においても存在しており、我々はこれまでにマクロファージ表面に発現している
ヌクレオリンが、動脈硬化進展に関わる変性 LDLやアミロイドβタンパク質等を細胞内に取り
込むスカベンジャーレセプターの一つとして機能すること（Miki et al., Biol. Pharm. Bull., 
2015a; 2015b）を見出した。また、ヌクレオリンは、各種のがん細胞や血管内皮細胞表面に高く
発現していることが示されており、肝細胞増殖因子（HGF）、ミッドカイン（MK）、上皮細胞増
殖因子受容体（ErbB）およびエンドスタチンなどの腫瘍増殖や血管新生に深く関わることが知
られている因子と結合し、それらの因子の
機能調節に関与していることが明らかにさ
れている。さらに、ヌクレオリンは、ヘパ
リン糖鎖存在下で内皮増殖に関わる FGF-
2と結合すること（Take et al., J. Biochem., 
1994）や内皮細胞層の修復過程において、
血管内皮細胞増殖因子（VEGF）の発現誘導
を介して血管新生誘導に関与すること
（Liang et al., Biochim. Biophys. Acta, 
2013）なども報告されている。これらの知
見は、多機能性タンパク質ヌクレオリンが、
動脈硬化病変の発症・進展過程において、
マクロファージの泡沫化や、増殖因子等を
介した血管組織の各種細胞の機能調節に関
与し、影響を及ぼす可能性を示唆している。 
 
 
２．研究の目的 
 
これまで重金属による血管構成細胞の機能障害に関する様々な研究報告があるものの、ヌク
レオリン分子の発現分布並びに機能異常と重金属の関係について着目した研究は、血管構成細
胞だけでなく他の細胞種についても皆無であった。我々はこれまでに、カドミウムに曝露したマ
クロファージにおいて、ヌクレオリンの発現分布が変化することをタンパク質レベルで見出し
ている。従って、血管毒性を示す鉛やカドミウム、ヒ素などの有害金属が、血管内皮細胞や血管
平滑筋細胞のヌクレオリンの発現や細胞内分布、代謝調節などに影響を及ぼし、その結果として
ヌクレオリンの機能異常を引き起こし、内皮増殖をはじめとする内皮機能障害を引き起こす可
能性が考えられた。 
そこで本研究では、動脈硬化病変の発症と進展に深く関わっていることが示唆されるヌクレ
オリン分子に着目し、動脈硬化症などの血管病変の危険因子とされる環境汚染重金属のカドミ
ウムや鉛によって引き起こされる血管構成細胞の機能障害へのヌクレオリン分子の関与を明ら
かにし、ヌクレオリン分子の機能異常・代謝異常の観点から、カドミウム並びに鉛による新たな
血管毒性発現機構の解明を目指すことを目的とした。 
 具体的には、(1)血管内皮細胞や血管平滑筋細胞の培養系を用い、各細胞が発現しているヌク
レオリン量や細胞内分布を確認し、その後 (2) ヌクレオリンの発現と細胞内分布に対するカド
ミウム並びに鉛曝露の影響を確認すると共に、それらの作用発現機構を解明する。次に、(3) 申
請者らがこれまでに明らかにしてきた有害金属によって誘導される血管構成細胞の機能障害、



例えば、血管内皮細胞に対する増殖阻害作用などに対するヌクレオリンの関与を解明し、有用な
成果を得ることを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
①各種血管構成細胞のヌクレオリン発現量並びに細胞内分布に対するサイトカイン・増殖因子
の影響 
 血管内皮細胞および血管平滑筋細胞などの各種血管構成細胞を用い、各細胞間でのヌクレオ
リンの発現量や細胞内分布についての比較を行うと共に、動脈硬化病変の進展形成に関わる各
種サイトカイン・増殖因子による影響を検討し、ヌクレオリン発現調節に関する基礎的情報を得
る。 
［細胞と処理］ 
 ヒト大動脈血管内皮細胞、ヒト脳微小血管内皮細胞、ヒト大動脈血管平滑筋細胞などを用いた。
各細胞をスパース（低密度）な状態に播種し、その後コンフルエント（高密度）の状態になるま
で経時的（細胞播種後 24, 48, 72 時間）にヌクレオリンの発現レベルと細胞内分布を確認・把
握した。また、スパースあるいはコンフルエントの状態の各種細胞を形質転換成長因子β（TGF
β）や腫瘍壊死因子α（TNFα）などで 24 時間処理した。 
［分析］ 
 1) 細胞中ヌクレオリン mRNA 量の測定：各培養条件の各種細胞からトータル RNA を抽出し、ヌ
クレオリン mRNA 量をリアルタイム RT-PCR 法により測定した。 
 2) 細胞中ヌクレオリンタンパク質量の測定：各培養条件の各種細胞を可溶化剤で溶解後に回
収し、ウエスタンブロット分析でタンパク質量を測定した。 
3) 細胞膜画分、細胞質画分および核画分をそれぞれ分取し、それらの各画分におけるヌクレオ
リンタンパク質量についても確認した。 
 
②各種血管構成細胞のヌクレオリン発現量並びに細胞内分布に対する重金属の影響 
 コンフルエントおよびスパースな状態の各種血管構成細胞を非特異的な細胞毒性が認められ
ないレベルのカドミウムあるいは鉛で 3, 6, 12 および 24 時間処理した後、上述の方法でヌク
レオリンの mRNA 量、トータルのタンパク質量および細胞内分布について検討し、各種有害金属
によって誘導されるヌクレオリンの発現変動並びに細胞内分布への影響を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
（平成 28年度） 
平成 28 年度は、血管内皮細胞のヌクレオリン発現に対するサイトカイン・増殖因子の影響と
して、形質転換成長因子β(TGF-β)に 着目し検討したが、TGF-β処理によってヌクレオリンの
mRNA レベルはわずかに低下したもののタンパク質レベルはほとんど影響を受けず、TGF-βはヌ
クレオリン発現にほとんど影響を与えないことが示唆された。次に、ヌクレオリン発現に対する
重金属の影響として、 鉛およびカドミウムについて検討を行った。コンフルエントの血管内皮
細胞を鉛で処理したところ、ヌクレオリンの mRNA レベルおよびタンパク質レベルはほとんど変
化しなかった。また、スパース（低密度）な血管内皮細胞を鉛で処理してもヌクレオリンのタン
パク質レベルはほとんど変化しなかった。次に、血管内皮細胞をカドミウム存在下で培養し、ヌ
クレオリンの mRNA レベルおよびタンパク質レベルを調べたところ、カドミウムもヌクレオリン
の mRNA レベルおよびタンパク質レベルにほとんど影響を与えなかった。そこで、siRNA によっ
て ヌクレオリンをノックダウンした血管内皮細胞を作成し、カドミウム毒性に対する影響を検
討したところ、ヌクレオリンのノックダウンはカドミウムの細胞毒性を増強することが観察さ
れた。従って、ヌクレオリンは、カドミウムの毒性発現に対して防御的に関与している可能性が
考えられた。 
 
（平成 29年度） 
平成 29 年度は、血管内皮細胞におけるカドミウムに対する細胞防御因子の発現誘導機構にお
けるヌクレオリンの関与について検討した。カドミウムの毒性軽減に関わる転写因子として
Nrf2 および MTF-1 が知られている。血管内皮細胞をカドミウム処理したところ、Nrf2 の下流遺
伝子(HO-1、NQO-1) および MTF-1 の下流遺 伝子(MT-1A、MT-2A)の発現上昇が確認されたことか
ら、血管内皮細胞においてもカドミウム曝露に応答して MTF-1 および Nrf2 の活性化が引き起こ
されると考えられる。次に siRNA によってヌクレオリンをノックダウンした血管内皮細胞を作
成し、カドミウムによる遺伝子発現レベルを確認したところ、ヌクレオリンのノックダウンはカ
ドミウムによる HO-1 および NQO-1 の発現上昇を有意に低下させた。一方、ヌクレオリンのノッ
クダウンはカドミウムによる MT-1A および MT-2A の発現上昇を低下させることはなかった。し
たがって、ヌクレオリンは血管内皮細胞におけるカドミウムによる Nrf2 の活性化機構を正に制
御している可能性が考えられた。 



 
（平成 30年度） 
平成 30 年度では、血管内皮細胞の細胞増殖並びに細胞防御応答機構へのヌクレオリンの役割
について検討した。ヒト血管内皮細胞株 EA.hy926 細胞にヌクレオリンに対する siRNA を導入
し、ヌクレオリンノックダウン細胞を作製した。この細胞と対照細胞の細胞増殖能を比較したと
ころ、細胞密度の低下と生細胞数の減少が認められた。また、抗ヌクレオリン抗体処理によって
も同程度の増殖阻害効果が認められたことから、細胞表面のヌクレオリンが内皮細胞の増殖能
に寄与していると考えられる。また、カドミウムにより発現誘導される各種防御因子の発現に及
ぼすヌクレオリンノックダウンの影響について対照細胞との比較検討を行ったところ、カドミ
ウム曝露によって誘導される生体防御因子であるメタロチオネイン(MT-1X) 、ヒートショック
プロテイン(HSP90)及びヘムオキシゲナーゼ(HO-1)の発現誘導にヌクレオリンが関与することが
明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ヌクレオリンは、血管内皮細胞やがん細胞の細胞表面に高く発現している多機能性のタンパ
ク質であり、それらの細胞の機能調節に影響を及ぼすことが示されている。本研究では、細胞表
面のヌクレオリンが血管内皮細胞の増殖促進に寄与していることを明らかにした。また、有害重
金属であるカドミウム曝露による各種防御因子の発現にヌクレオリンが関与することも明らか
にした。今後、血管内皮細胞のヌクレオリンの機能や役割についてさらに検討をすることでヌク
レオリンの関わる細胞増殖シグナル伝達経路やカドミウムや鉛による血管毒性発現機構の解明
につながることが期待される。 
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