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研究成果の概要（和文）：環境汚染物質カドミウムは尿細管細胞死を惹起することが知られている。しかしなが
ら、カドミウムがどのような制御機構で尿細管細胞死を惹起するかは、未だに解明しきれていない。本研究は、
カドミウム曝露依存的に惹起されるヒト近位尿細管細胞(HK-2)細胞死におけるALK4/5シグナル経路の機能につい
て検討した。その結果、カドミウム曝露依存的にALK4/5が活性化し、Smad3およびAktの活性化を介してHK-2細胞
死を促進することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Cadmium is a pollutant which can induce renal tubular cells death, but the 
underlying molecular mechanisms in cadmium exposure-induced renal tubular cells death are unclear. 
Here, we examined the roles of ALK4/5 pathways in cadmium exposure-induced HK-2 human proximal renal
 tubular epithelial cells death. As a result, we found that ALK4/5 promote cadmium exposure-induced 
HK-2 cells death via Smad3 and Akt pathways.

研究分野：薬学、毒性学、生物学

キーワード： ストレス応答　シグナル伝達　尿細管細胞死

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞死は、発生、障害、疾病など様々な生命現象の基盤となる機構であり、その制御機構の理解は重要な課題で
ある。尿細管細胞も様々な刺激や薬物に応じて多様な細胞死が惹起され、その結果、腎機能障害につながること
がわかっているが、その詳細は未だ解明しきれていない。本研究において、カドミウム曝露依存的尿細管細胞死
の制御機構の一端が解明されたことは、尿細管細胞死制御機構の解明に貢献すると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞死を惹起する刺激や刺激を受容した細胞の種類によって、アポトーシス、ネクローシス
（シグナルによって制御されていないネクローシス）、ネクロプトーシス（シグナルによって制
御されているネクローシス）などその状況に応じた様々な細胞死が使い分けられている。生体
内では、この使い分けられた細胞死によって発生が制御されており、また障害、疾病が生じる
ことが報告されている。そのため、発生の理解、さらには障害や疾病の治療戦略を考える上で
も、刺激や細胞の種類によってどのような細胞死が選択されるのか、またそれはどのように制
御されているのかを解明することは重要な課題である。 
カドミウムは、今なお喫煙や採鉱時に呼吸器を経由して曝露され、その結果、腎臓や肺など
の組織において、機能障害、癌を誘引することが報告されている日常の環境汚染物質である。
培養細胞や個体レベルの実験系から、高濃度カドミウムを急性曝露すると、細胞レベルで細胞
死が誘導される一方、長期間カドミウムを曝露すると、細胞の癌化が誘導されることが報告さ
れているが、その毒性発現メカニズムの詳細は未だ解明しきれていない。そこで、研究代表者
はそれを解明すべく、これまでに転写因子 Notch1 やリン酸化酵素 Akt を中心に解析してきたが
（Fujiki et al., Cell Death Dis, 2014）、解析を更に加速すべく、ヒト近位尿細管上皮細胞
を用いて、リン酸化酵素阻害剤を中心とした様々な阻害剤のカドミウムによって惹起される細
胞死に対する影響を検討し、重要な機能を担う因子を探索した。その結果、カドミウム曝露依
存的に誘導される細胞死において、ALK4/5 阻害剤 SB431542 及び SB505124 が顕著な細胞死抑制
効果を示すことを見出した。 
 
 ALK(activin receptor like kinase)4
及び ALK5 は、それぞれリガンドである
activin 及び TGF(transforming growth 
factor)-βの受容体型リン酸化酵素と
して知られており、腎組織の繊維化など
に関与することが報告されている。
ALK4/5 は通常細胞膜上に不活性化状態
で局在するが、リガンドが接着するとヘ
テロ複合体を形成し、リン酸化される。
リン酸化された ALK4/5 は活性化し、転
写因子Smad2/3をリン酸化できるように
なり、リン酸化された Smad2/3 は核内へ
と移行し、標的因子の転写を調節する
（右図)。一方、活性化した ALK4/5 は
Smad2/3 非依存的にリン酸化酵素である
JNK、p38、ERK 及び Akt の活性化を介して下流へとシグナルを伝達することも報告されている。 
 
２．研究の目的 
 予備実験においてカドミウムの毒性に対して SB431542 及び SB505124 が抑制効果を示したこ
とから、カドミウム曝露依存的に ALK4/5 が活性化し、下流にシグナルを伝達することで細胞死
が促進するのではないかという仮説に至った。そこで、この可能性について、生化学的、細胞
生物学的に検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
これまでに個体レベルの実験で、カドミウム曝露によって近位尿細管上皮細胞が細胞死を起
こすことが報告されている。そのため、カドミウムの毒性メカニズムの解析をするにあたり、
研究材料としてカドミウムの標的器官となるヒト近位尿細管上皮細胞（HK-2 細胞）を主に用い
ることにし、以下の点について検討する。 
(1) activin 経路及び TGF-β経路のカドミウム曝露依存的尿細管細胞死における重要性の検討 
 カドミウム曝露依存的に ALK4/5 が活性化し、下流にシグナルを伝達することで細胞死を促進
するという作業仮説を検討するため、ALK4/5 のカドミウム曝露依存的な活性変化を経時的に観
察し、解析する。また、ALK4 及び ALK5 はそれぞれ activin 及び TGF-βの受容体であるため、
activin経路及びTGF-β経路のどちらがカドミウム曝露依存的HK-2細胞死において重要である
か生化学的、細胞生物学的に解析する。 
 
(2)カドミウム曝露依存的尿細管細胞死における ALK4/5 の下流因子の探索 
カドミウム曝露依存的に ALK4/5 が活性化し、下流にシグナルを伝達することで細胞死を促進
するという作業仮説を基に、カドミウム曝露依存的 HK-2 細胞死において ALK4/5 の下流で機能
する因子を探索する。主に Smad2/3 依存的経路及び Smad2/3 非依存的経路（1.研究開始当初の
背景の項参照）を中心に生化学的、細胞生物学的に解析する。 
 
(3) 他の外的ストレスや薬剤曝露依存的尿細管細胞死における ALK4/5 の機能阻害効果の検討 
カドミウム曝露依存的 HK-2 細胞死における ALK4/5 の機能が、カドミウムストレス特異的な



ものであるのか調べるため、尿細管細胞が曝露されうる他の外的ストレス及び薬剤[ソルビトー
ル（高浸透圧ストレス）、シスプラチン（抗がん剤）、エラスチン（フェロトーシス誘導剤）]
曝露依存的に誘導される HK-2 細胞死に対する ALK4/5 の機能を検討する。猶、これまでに虚血
性再灌流により尿細管障害が生じる際、フェロトーシス（鉄イオン依存性ネクローシス様細胞
死）が尿細管細胞で観察されることが報告されており、エラスチンはその尿細管細胞死を模擬
するためのストレス源として使用した。 
 
４．研究成果 
(1) activin 経路及び TGF-β経路のカドミウム曝露依存的尿細管細胞死における重要性の検討 
カドミウム曝露依存的尿細管細胞死におけるactivin経路及びTGF-β経路の役割を調べるた
め、まず、ALK4/5 シグナル経路がカドミウム曝露依存的に活性化するか検討した。その結果、
カドミウム曝露依存的に ALK4/5 の基質である Smad3 のリン酸化の顕著な増加が観察された。ま
た、siRNA を用いて ALK4 をノックダウンした細胞及び ALK5 阻害剤 SIS3 で処理した細胞では、
どちらもコントロール細胞と比べてカドミウム曝露依存的細胞死が抑制された。これらの結果
から、カドミウム曝露依存的に ALK4 及び ALK5 が活性化し、HK-2 細胞死が促進されることが示
唆された。次に ALK4/5 のリガンドである activin 及び TGF-βがカドミウム曝露依存的尿細管
細胞死に重要であるか調べるため、まず、activin 及び TGF-βの発現量のカドミウム曝露依存
的な変化を調べた。その結果、activin を構成する Inhibin-BA の mRNA 及びタンパク量はカド
ミウム曝露依存的に増加する一方、TGF-βの mRNA の増加は確認されなかった。一方、カドミウ
ム曝露依存的な発現量の増加が認められた activin の機能を siRNA 用いて阻害した細胞では、
カドミウム曝露依存的な Smad3 のリン酸化及び HK-2 細胞死に影響は見られず、また activin
や TGF-βを培地中に添加してもカドミウム毒性に有為な影響が認められなかった。これらのこ
とから、カドミウム曝露依存的な ALK4/5 の活性化にはリガンドは関与しないことが示唆された。 
 
(2)カドミウム曝露依存的尿細管細胞死における ALK4/5 の下流因子の探索 
ALK4/5は Smad2/3依存的経路とSmad2/3非依存的経路を介してシグナルを下流へと伝達する
ことが知られているため、カドミウム曝露依存的 HK-2 細胞死においてどちらの経路が重要であ
るか検討した。まず、Smad3 の機能を調べるため、siRNA も用いてノックダウンしたところ、コ
ントロール細胞と比べカドミウム曝露依存的細胞死が抑制された。一方、Smad2 ノックダウン
処理では、カドミウム曝露依存的細胞死に影響が認められなかった。このことから、Smad3 を
介して ALK4/5 はカドミウム曝露依存的 HK-2 細胞死を制御していることが示唆された。次に、
Smad3 下流因子について探索した。腎組織の一つである糸球体上皮細胞において、分泌された
TGF-βが ALK5 を活性化し、活性化した ALK5 が Smad2/3 のリン酸化を促進し、その結果、Smad2/3
の標的因子であり酸化酵素である Nox4 の転写が誘導され、活性酸素を産生することで、細胞死
が惹起されることが報告されている（Das et al., Am J Physiol Renal Physiol, 2014）。ま
た、Smad3 は酸化ストレス防御遺伝子群の発現を制御する転写因子 Nrf2 の機能を負に制御する
ことも報告されている(Bakin et al., Free Radic Biol Med, 2005)。そこで、Nox4 及び Nrf2
が、カドミウム曝露依存的 HK-2 細胞死における ALK4/5/Smad3 の機能に関与するか検討した。
その結果、Nox4 の mRNA 量、タンパク量にカドミウム曝露依存的変化は確認されず、また Nox4
ノックダウン処理によるカドミウム曝露依存的細胞死に対する影響も認められなかった。さら
に、SB431542 及び SB505124 のもつカドミウム曝露依存的細胞死抑制機能に対する Nrf2 ノック
ダウン処理の影響も認められなかった。これらの結果から、ALK4/5/Smad3 経路は Nox4 及び Nrf2
を介さずにカドミウム曝露依存的 HK-2 細胞死を促進することが示唆された。 
 次に、Smad2/3 非依存的経路が ALK4/5 の機能に重要であるか検討した。これまでに、カドミ
ウム曝露依存的に JNK 経路、ERK 経路、p38 経路及び Akt 経路が活性化することが報告されてい
るため、その活性化に対する ALK4/5 の機能阻害効果を調べたところ、SB431542 処理及び ALK4
ノックダウン処理した細胞では、コントロール細胞と比べて特にカドミウム曝露依存的な Akt
の活性化が抑制された。さらに、Akt の特異的阻害剤 MK2206 処理によって、カドミウム曝露依
存的 HK-2 細胞死が抑制された。以上の結果から、カドミウム曝露依存的に活性化した ALK4/5
は Akt の活性化を介して HK-2 細胞死を促進することが示唆された。 
 次に、結果 2で示した ALK4/5 のカドミウム曝露依存的 HK-2 細胞死における機能が、HK-2 細
胞以外の尿細管細胞でも保存されているか調べるため、ヒト由来初代近位尿細管細胞および不
死化したマウス由来近位尿細管(mProx)細胞を用いて検討した。その結果、SB431542、SIS3 及
び MK2206 のもつカドミウム曝露依存的細胞死に対する抑制効果は、ヒト由来初代近位尿細管細
胞及び mProx 細胞でも観察された。以上の結果から、カドミウム曝露依存的 HK-2 細胞死におけ
る ALK4/5 を中心とした制御機構は、少なくともヒト及びマウスでは保存されている可能性が示
された。 
 
(3) 他の外的ストレスや薬剤曝露依存的尿細管細胞死における ALK4/5 の機能阻害効果の検討 
他のストレス及び薬剤曝露依存的尿細管細胞死に対する ALK4/5 の機能を検討するため、ソル
ビトール、シスプラチン及びエラスチン曝露依存的 HK-2 細胞死に対する ALK4/5 の阻害効果を
検討した。その結果、ソルビトール及びシスプラチン曝露依存的 HK-2 細胞死に対して SB431542
及び SB505124 処理による影響は観察されなかった。一方、エラスチン曝露依存的 HK-2 細胞死



は、SB431542、SB505125 及び SIS3 処理により抑制され、その抑制効果は、Nrf2 ノックダウン
処理により阻害された。加えて、activin 及び TGF-βを培地に添加すると、エラスチン曝露依
存的 HK-2 細胞死は促進された。しかしながら、MK2206 処理してもエラスチン曝露依存的 HK-2
細胞死に影響は認められなかった。以上の結果から、ALK4/5 はエラスチン曝露依存的 HK-2 細
胞死促進機能を持つが、その制御は Nrf2 の機能抑制を介しており、ALK4/5 のカドミウム曝露
依存的 HK-2 細胞死促進機構とは異なることが示唆された。 
 
 以上の結果をまとめると、ヒト尿細管細胞がカドミウムに曝露されると、リガンド非依存的
に ALK4/5 が活性化し、活性化した ALK4/5 は Smad3 及び Akt を介して細胞死を促進すると考え
られる。また、ヒト尿細管細胞が虚血性再灌流などによりフェロトーシスを惹起する場合には、
ALK4/5 は Nrf2 の機能抑制を介して細胞死を促進すると考えられる。これらの成果は、国際誌
Cell Death Differ (2019, In press)に発表した。 
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