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研究成果の概要（和文）：TGF-βを介してPAI-1の誘導に関与する転写因子であるSmad2とSmad3のカドミウムに
よるPAI-1誘導への寄与を、ヒト血管内皮細胞株EA.hy926細胞の培養を用いて検討した。その結果、カドミウム
は、非毒性濃度である 20 uMまでは、t-PAの発現に影響を与えることなくPAI-1の発現を誘導すること、カドミ
ウムによるPAI-1の誘導はSmad2とSmad3に一部介在されることがわかった。本研究により、カドミウムによる血
管障害のメカニズムの一端が示された。

研究成果の概要（英文）：The contribution of Smad2 and Smad3, transcription factors involved in TGF-
β-mediated induction of PAI-1, to cadmium induction of PAI-1 synthesis was investigated using 
cultures of human vascular endothelial cell line EA.hy926 cells. The results showed that cadmium 
induced the expression of PAI-1 without affecting the expression of t-PA up to a non-toxic 
concentration of 20 uM, and that the induction of PAI-1 by cadmium was partly mediated by Smad2 and 
Smad3. This study provides a part of mechanisms underlying cadmium-induced vascular injury.

研究分野： 重金属毒性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
カドミウムは、イタイイタイ病の原因物質として知られている。一方、古くからカドミウムが動脈硬化の危険因
子であることが動物実験や疫学研究において指摘されてきた。アテローム性動脈硬化部位は、血栓形成を伴う虚
血性心疾患になりやすい。血液凝固線溶系の制御は、血管の内腔を覆う血管内皮細胞の重要な機能である。本研
究の結果は、カドミウムによる血管病変のメカニズムの一端を示しただけでなく、血管内皮細胞線溶系の異常と
血管病変を含む生活習慣病の理解に重要な知見を提供したものと考える。

※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 
重金属であるカドミウムは、四大公害の一つであるイタイイタイ病の原因物質であり、腎臓の
近位尿細管障害や骨軟化症を引き起こすことが知られている。現在でも、人は食事や喫煙などを
通じて非意図的にカドミウムを摂取し続けている。古くからカドミウムが動脈硬化の危険因子
であることが動物実験や疫学研究において指摘され、アテローム性動脈硬化部位は、血栓形成に
伴う虚血性心疾患になりやすいと考えられる。血液凝固線溶系の制御は、血管の内腔を覆う血管
内皮細胞の重要な機能である。組織プラスミノーゲンアクチベーター（t-PA）とプラスミノーゲ
ンアクチベーターインヒビター-1（PAI-1）は、血管内皮細胞で合成される主要な線溶系調節物質
である。線溶系は t-PA と PAI-1 活性のバランスに依存しているため、t-PA が優位になるとプラ
スミノゲンをプラスミンに変換することで線溶が促進され、PAI-1が優位になると線溶が抑制さ
れる。結果的に線溶活性が低下すると、血管内血栓の溶解が阻害されるため、虚血性心疾患のリ
スクが高まることが数多く報告されている。 
 
２．研究の目的 
これまでに研究代表者はカドミウムが t-PA の発現に影響を与えることなく、PAI-1 の mRNA
レベルを特異的に誘導することで PAI-1タンパク質の分泌が増加し，線溶活性が抑制されること
を報告した（Yamamoto et al., 1993; Yamamoto and Kaji, 2002）。しかしながら、カドミウムを介し
た PAI-1 の発現誘導に関与する転写因子はこれまで不明のままであった。Smad2 および Smad3
は transforming growth factor-β（TGF-β）を活性化する転写因子であり、TGF-βが PAI-1の発現誘
導に関与しているだけでなく、カドミウムが Smad2/3 シグナルを活性化することが近年報告さ
れている。本研究では、カドミウムによって誘導される線溶活性の低下における Smad2/3シグナ
ルの関与について検討した。 
 
３．研究の方法 
これまで、ヒト冠状動脈内皮細胞あるいはヒト脳微小血管内皮細胞を用いて線溶活性の制御
に関わる研究を行ってきた。しかしながら、これらの細胞は初代培養細胞であり、増殖が遅いだ
けでなく継代できる回数に制限があることから研究の遂行が困難であった。そのため本研究で
は、臍帯静脈内皮細胞株の EA.hy926細胞を用いた。 

EA.hy926 細胞は 10%FBS-DMEM で培養や継代が可能であるなどこれまで実験に用いてきた
細胞とはカドミウムの感受性が異なることが予想されたために処理条件について検討をおこな
った。EA.hy926細胞を 10%FBS-DMEMでコンフルエントまで培養後、無血清 DMEMに交換し、
カドミウム（1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 μM）で 24 時間曝露後、MTTアッセイを用いて
カドミウムによる非特異的な細胞毒性について評価した。EA.hy926 細胞を同様に培養後、カド
ミウム（1, 5, 10, 15, 20 μM）で 24 時間処理し、処理後の培地を回収し t-PAおよび PAI-1の分泌
量を ELISA キットで測定した。さらに、線溶活性をフィブリンザイモグラフィーにより検出し
た。t-PAおよび PAI-1の遺伝子発現は定量的 RT-PCRで測定した。 
カドミウム処理による PAI-1 の発現誘導における Smad2/3 シグナルの関与を調べるために、

siRNA を導入し Smad2/3 の発現を干渉した際の遺伝子発現を RT-PCR を用いて測定し、同条件
下において Smad2/3のリン酸化の程度についてウエスタンブロットを用いて検討した。 
 
４．研究成果 
カドミウムによる非特異的な細胞毒性の影響を

排除するために、まず、EA.hy926細胞で細胞毒性が
観察されるカドミウム濃度を調べた。25 μM 以上の
カドミウム曝露後、EA.hy926細胞の生存率は著しく
低下し、CC50は 27.94 μMと算出された（図 1 A）。
さらに、20 μM 以下の濃度のカドミウムを 24 時間曝
露しても、細胞の形態に変化は見られなかった（図
1 B）。 
 
 
図 1 血管内皮細胞におけるカドミウムの細胞障害
性。コンフルエントな EA.hy926 細胞をカドミウム
（1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 μM）で 24 時間曝

露し、[A] 細胞生存率と [B] 形態を評価した。50％
細胞毒性濃度（CC50）は、細胞の生存率が 50％低下
する濃度と定義した。 

図 1 



 
次に、EA.hy926 細胞の t-PA および PAI-1 の発現
に対するカドミウムの影響を解析した。図 2 Aに示
すように、t-PA活性はカドミウムにより用量依存的
に抑制された。ELISA法を用いて解析した結果、カ
ドミウムによる t-PA活性の抑制は、t-PAの減少では
なく、PAI-1 の条件培地への分泌が促進されたこと
によると考えられた（図 2 B）。さらに、カドミウム
は、t-PA mRNAの発現に影響を与えることなく、PAI-
1 mRNAの発現のみを選択的かつ用量依存的に誘導
した（図 2 C）。これらの結果は、培養ヒト臍帯血管
内皮細胞を用いた我々の報告と一致している
（Yamamoto and Kaji, 2002; Yamamoto et al., 1993）。 
 
 
図 2 カドミウムは血管内皮細胞において PAI-1 の
誘導を介して t-PA線溶活性を抑制する。コンフルエ

ントな EA.hy926細胞に 1, 5, 10, 15, 20 μMのカドミ
ウムを 24 時間曝露し、[A] 線溶活性、[B] タンパク
質分泌、[C] mRNA発現を解析した。 
 
 
Smad2および Smad3は、PAI-1 mRNAの発現をアッ

プレギュレートする主要な転写因子であることが

明らかになっている。Smad2および Smad3がカドミ
ウムによって活性化され、カドミウムによる PAI-1 
mRNA のアップレギュレーションに関与している

かどうかについて調べた。Smad3 は 12 時間のカドミウム曝露によって活性化された（図 3 A）。
一方、EA.hy926細胞には Smad2が発現していたが、その活性化状態は Smad3に比べて弱かった

カドミウムによるPAI-1誘導へのSmad2とSmad3の関与を調べるために、EA.hy926細胞にSmad2
と Smad3 の siRNA をトランスフェクトした後、カドミウムで曝露した。Smad2 および Smad3 
siRNA のトランスフェクションによって、カドミウムによる PAI-1 mRNA の発現を部分的に抑
制し、Smad2よりも Smad3のノックダウンの方が PAI-1の抑制効率が高いことが確認された（図

3 B）。カドミウム非存在下で 24 時間培養した後、Smad2および Smad3をノックダウンした細胞

では、コントロールの siRNA を導入した細胞と比較して、PAI-1 mRNA の発現がそれぞれ 56%
および 46%に抑制された。Smad2と Smad3をノックダウンすると PAI-1 mRNAの発現が抑制さ
れるという結果は、Smad2と Smad3の両方によって PAI-1 mRNA発現の基礎レベルが維持され

ていることを示唆していた。 

図 3 血管内皮細胞におけるカドミウムによる PAI-1の発現は Smad2/3が介在している。[A] コ
ンフルエントな EA.hy926細胞を 10および 20 μMのカドミウムで 4, 8, 12 時間曝露後、Smad2/3
のリン酸化を検出した。[B] Smad2（siSmad2）または Smad3（siSmad3）をノックダウンした

EA.hy926細胞を 10 μMのカドミウムに 24 時間曝露し、mRNAの発現を解析した。**p < 0.01 vs. 
カドミウム非存在下 siCont.  ##p < 0.01 vs. カドミウム存在下 siCont.  

図 2 

図 3 



 
本研究では、カドミウムが Smad2および Smad3の活性化を介して PAI-1の発現を誘導するこ
とにより、EA.hy926 細胞の線溶活性を抑制することを確認した。研究代表者らは、カドミウム
によるPAI-1の誘導がプロテインキナーゼCを介して行われることを報告していたが（Yamamoto 
and Kaji, 2002）、本研究は、この誘導に転写因子 Smad2と Smad3が一部関与していることを明ら
かにしたものである。カドミウムによるPAI-1の発現誘導におけるプロテインキナーゼCとSmad
シグナルの関係はまだ解明されていないが、これらの研究はカドミウムによる血管機能障害の
分子メカニズムに関し重要な知見を提供するものである。 
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