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研究成果の概要（和文）：カドミウムは現在も環境および食品を汚染している重金属であり，血管病変発症・進
展の危険因子でもある。血管病変の発症には，血管内腔を一層で覆っている内皮細胞の機能障害が関与する。本
研究では，カドミウムによる内皮細胞毒性を修飾する他の重金属との相互作用とその様式を解析して，（1）亜
鉛およびマンガンによるカドミウムの内皮細胞毒性の防御およびその機構，（2）鉛によるカドミウムの内皮細
胞毒性の増強およびその機構，（3）亜ヒ酸によるカドミウムの内皮細胞毒性の増強を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cadmium is a heavy metal that contaminates the environment and foods, and is
 a risk factor for the onset and progression of vascular lesions, which involves dysfunction of 
vascular endothelial cells that cover the luminal surface of blood vessels. In the present study, we
 investigated the interactions with heavy metals that modified the cadmium-induced cytotoxicity in 
vascular endothelial cells. The following results obtained: (1) zinc protected against cadmium 
toxicity in vascular endothelial cells by the induction of metallothionein and the suppression of 
ZIP8 induction; (2) manganese protected against cadmium toxicity by the decrease of cadmium 
accumulation; (3) lead potentiated cadmium toxicity by the induction of ZIP8 and the suppression of 
GRP78/GRP94 induction, (3) arsenite potentiated cadmium toxicity.

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
カドミウムは，様々な疫学的研究により血管病変進展の危険因子であることが明らかになっており，培養細胞レ
ベルだけでなく個体レベルにおいてもそれを裏付ける分子基盤の解明は進んでいる。一方，我々は，日常的に
様々な食品を摂取しており，それらの食品中には，多くの重金属が含まれている。食品中成分による重金属との
相互作用に関する様々な報告は存在しているが，重金属同士の相互作用に関する報告は少ない。カドミウムとこ
れら重金属の相互作用の有無を明らかにすることは，他の食品成分との相互作用と同等以上に重要であり，血管
病変進展におけるカドミウムのリスクをより現実的に理解することに貢献する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
心血管疾患（脳血管疾患および心疾患）は日本の全死因の死亡数の上位を占めており，その
予防は先進国共通の公衆衛生学上の重要問題となっている。心血管疾患による死亡の危険因子
として，食事，運動不足および喫煙などが広く知られているが，カドミウムおよび鉛の曝露も同
様に心血管疾患の危険因子であることがコホート調査により明らかになっている。日本人の主
食である米には，玄米中に平均 0.06 ppmのカドミウムが含まれており，これは現在の基準値 0.4 
ppmを大きく下回る数値であるが，日本人は平均 2.4 µg/kg体重/週のカドミウムを摂取しており，
これは耐容週間摂取量の 30％以上に相当する。一方，食品中には亜鉛，鉛，マンガン，水銀など
の重金属が共存している。したがって，重金属相互作用による毒性の修飾とその機構解明は毒性
学の重要課題となっている。 
動脈硬化病変は，心血管疾患の基礎病変のひとつである。動脈硬化病変は炎症性疾患であり，
その発症と進展は血管の内腔を一層で覆っている内皮細胞の機能異常による。内皮細胞は，血液
と直接接している唯一の cell typeであるので，吸収され血液中に移行したあらゆる化学物質に曝
露される環境にあるので，重金属は内皮細胞に対して毒性を発現し，動脈硬化病変を発症・進展
させると考えられる。実際，カドミウムや鉛を投与した実験動物では動脈硬化病変が形成される
ことが報告されている。研究代表者は，血管内皮細胞の培養系を用いて重金属の内皮細胞毒性を
研究してきた。カドミウムの細胞毒性に関するものとしては，（1）カドミウムは血管内皮細胞を
細胞層から脱離させて内皮細胞層に空隙を発生させること,（2）亜鉛および銅はカドミウムの細
胞内蓄積を減少させることによって，カドミウムの細胞毒性を軽減すること，（3）鉛とカドミウ
ムの同時曝露は細胞毒性を増強することを報告している。これらの重金属相互作用には重金属
毒性の軽減と重金属相互作用に重要とされてきたメタロチオネインは介在せず，内皮細胞では
特異な重金属相互作用の分子機構が存在することが示唆される。 
 
２．研究の目的 
上記の研究背景をもとに，本研究は，血管内皮細胞に対する細胞毒性を指標として，カドミ
ウムと他の重金属との相互作用様式を確定するとともに，その相互作用を担う責任分子と機構
を解明することを目的とした。 
（1）カドミウムの内皮細胞毒性に対する亜鉛の相互作用，およびその相互作用に対するメタロ
チオネインおよびカドミウムの細胞蓄積に関与する金属輸送体の発現の関与を解明する。 
（2）カドミウムの内皮細胞毒性に対するマンガンの相互作用，およびその相互作用に対するメ
タロチオネインおよびカドミウムの細胞蓄積に関与する金属輸送体の発現の関与を解明する。 
（3）カドミウムの内皮細胞毒性に対する鉛の相互作用，およびその相互作用に対するメタロチ
オネイン，金属輸送体および鉛の毒性を軽減するシャペロンタンパク質 GRP78／GRP94 の発現
の関与を解明する。 
（4）カドミウムの内皮細胞毒性に対する無機水銀およびヒ素の相互作用を解明する。 
 
３．研究の方法 
コンフルエントまで培養したウシ大動脈内皮細胞を用いた。内皮細胞へのカドミウム，亜鉛，
マンガン，鉛，無機水銀および亜ヒ酸の曝露は，10% FBS-DMEMコンフルエントまで培養した
後，無血清 DMEMにて処理した。siRNAおよびプラスミドベクターは，リポフェクション法を
用いて導入した。細胞傷害性は形態学的観察，alamarBlue assay，および培地中への乳酸脱水素酵
素（LDH）漏出量にて評価した。タンパク質の発現はウエスタンブロット法，mRNA の発現は
real-time RT-PCR法でそれぞれ解析した。細胞内のカドミウム蓄積量は，ICP-MSを用いて定量し
た。 
 
４．研究成果 
（1）カドミウムの内皮細胞毒性に対する亜鉛の防御作用 
まず，カドミウムによる内皮細胞毒性に対する亜鉛の防御作用について，形態学的観察およ
び alamarBlue assay による細胞傷害性を指標に評価した。カドミウムによる内皮細胞の傷害は，
亜鉛の同時処理により抑制された。このとき，細胞内のカドミウム蓄積量は，亜鉛の同時処理に
よって抑制されていたが，亜鉛の細胞内蓄積量はカドミウム曝露による変化は認められなかっ
た。以上より，亜鉛は，カドミウムの細胞内蓄積量を抑制することで，カドミウムによる内皮細
胞毒性を防御することが示唆された。 
次に，金属輸送体の発現を解析した。ZIP1，ZIP2，ZIP3，ZIP4，ZIP6，ZIP14 および DMT1 

mRNA 発現はカドミウム曝露による変化は認められなかったが，カドミウムによって ZIP8 
mRNA 発現の増加が認められた。この増加は，亜鉛の同時処理により抑制されていた。すなわ
ち，亜鉛によるカドミウムの細胞内蓄積量の抑制は，カドミウムによる ZIP8発現誘導に対する
亜鉛の抑制作用によることが示唆された。 
カドミウムの内皮細胞毒性に対する亜鉛の防御作用における，メタロチオネイン誘導の関与



について解析した。MTF-1 をノックダウンすることでメタロチオネイン発現を抑制しても，カ
ドミウムによる内皮細胞毒性は亜鉛の同時処理によって抑制された。つまり，メタロチオネイン
はカドミウムの細胞毒性に対する重要な防御タンパク質ではあるものの，カドミウムの内皮細
胞毒性に対する亜鉛の防御作用には ZIP8誘導の抑制による蓄積量の低下が寄与することが示唆
された。 
最後に，カドミウムと亜鉛の同時処理における，メタロチオネイン誘導とその誘導経路の活
性を解析した。カドミウムによって誘導された内皮細胞のメタロチオネインは，亜鉛の同時処理
によって一旦は抑制されていたが，亜鉛の処理濃度の増加に伴った回復が認められた。MTF-1を
ノックダウンしたとき，カドミウムによるメタロチオネインの誘導は抑制された。しかしながら，
カドミウムにより上昇したMRE活性は，亜鉛の同時処理による変化は認められなかった。一方，
Nrf2 をノックダウンしたとき，カドミウムによ
るメタロチオネインの誘導は抑制されたが，亜
鉛による誘導の抑制と回復には変化は認められ
なかった。カドミウムにより上昇した ARE活性
は，亜鉛の同時処理によって一部抑制された。以
上より，カドミウムの内皮細胞毒性に対する亜
鉛の防御作用には，低濃度の亜鉛ではカドミウ
ムの蓄積量の減少によってメタロチオネイン誘
導が抑制されるが，高濃度の亜鉛ではその抑制
が回復することが示唆された。また，この回復
は，MTF-1-MREおよび Nrf2-ARE経路のいずれ
にも介在しないことが示唆された。 
 
（2）カドミウムの内皮細胞毒性に対するマンガンの防御作用 
内皮細胞をマンガンで同時処理したとき，カドミウムによる内皮細胞傷害は抑制された。こ
のとき，細胞内のカドミウム蓄積量は低下していたが，マンガンの細胞内蓄積量にカドミウム曝
露による変化は認められなかった。カドミウムとマンガンに共通する金属輸送体に ZIP8，ZIP14
および DMT1がある。カドミウムによって ZIP8および ZIP14 mRNA発現の増加，DMT1 mRNA
発現は低下していたが，これら輸送体の mRNA 発現は，マンガンの同時処理による変化は認め
られなかった。また，カドミウムによるメタロチオネイン発現の誘導は，マンガンの同時処理に
より抑制されていた。以上より，カドミウムの同時処理は，カドミウムによる内皮細胞毒性を抑
制することが示唆された。この機構として，共通する金属輸送体におけるカドミウムとマンガン
の拮抗によることが示唆される。マンガンは内皮細胞のメタロチオネインを誘導しないので，マ
ンガンの同時処理によるカドミウムのメタロチオネイン誘導の抑制は，カドミウムの細胞内蓄
積量の低下に起因していることが示唆される。 
一方，内皮細胞をマンガンで前処理しても，カドミウムによる内皮細胞傷害は抑制された。
しかしながら，マンガンの前処理によるカドミウムの細胞内蓄積量に変化は認められなかった。
同様に，カドミウムによって ZIP8および ZIP14 mRNA発現の増加，およびメタロチオネイン発
現の誘導も，マンガンの前処理による変化は認められなかった。すなわち，カドミウムの内皮細
胞毒性に対するマンガンの防御作用は，マンガンの同時処理および前処理は，いずれの条件にお
いてもカドミウムの内皮細胞毒性を防御するが，その機構は処理条件によって異なることが示
唆された。 
マンガンの前処理によるカドミウムの内皮細胞毒性を防御作用が，カドミウムの細胞内蓄積
量およびメタロチオネイン誘導のいずれも関与しないことが示唆されたので，これら以外の第
三の機構として，細胞接着因子インテグリンの関与を検討した。内皮細胞に発現しているインテ
グリンのうち，インテグリン α3，α5，αV，
β4 および β5 mRNA 発現がカドミウム曝露
により低下していた。しかしながら，内皮細
胞をマンガンで処理しても，これらインテ
グリン mRNA 発現に変化は認められなか
った。マンガンによるカドミウム毒性の防
御作用には，インテグリン発現は寄与しな
いことが示唆されるものの，カドミウムに
よる内皮細胞のインテグリン α3，α5，αV，
β4および β5の低下が，カドミウムの内皮細
胞障害の重要な分子基盤のひとつになるこ
とが示唆された。 
 
（3）内皮細胞毒性におけるカドミウムと鉛の相互作用 
内皮細胞をカドミウムおよび鉛で同時に曝露したとき，それぞれの単独曝露と比較して強い
細胞傷害が認められた。このとき，細胞内のカドミウム蓄積量は鉛曝露によって増加していたが，
鉛の細胞内蓄積量に対するカドミウム曝露による影響は認められなかった。そこで，鉛による内
皮細胞の ZIP8 発現の誘導を解析した。鉛の曝露によって，ZIP8 タンパク質および mRNA 発現



の増加が認められた。鉛はリン酸化 IκBα および IκBα 発現の減少を促進することで，NF-κB シ
グナルを活性化した。NF-κB p65をノックダウンしたとき，鉛による ZIP8発現の増加が抑制さ
れた。一方，鉛はMAPKシグナル（p38 MAPK，JNK）および小胞体ストレスシグナル（IRE1α，
PERK）を活性化したが，それぞれのシグナルを阻害しても，鉛による ZIP8 mRNA 発現の増加
は抑制されなかった。また，鉛は，カドミウムによるメタロチオネイン誘導を抑制しなかった。
以上より，鉛は NF-κBシグナルを活性化して ZIP8発現を誘導すること，およびこの誘導によっ
て内皮細胞内のカドミウム蓄積量が増加していることが示唆された。 
一方，鉛は小胞体ストレスを惹起して内皮細胞を障害
するが，このとき，小胞体ストレスに対する防御タンパク
質 GRP78および GRP94発現を誘導する。そこで，鉛によ
るGRP78およびGRP94発現の誘導に対するカドミウムの
影響を解析した。GRP78および GRP94発現は鉛あるいは
カドミウムの単独曝露によって増加するが，この増加は鉛
とカドミウムの同時処理によって抑制された。以上より，
鉛とカドミウム同時曝露によって，それぞれの単独曝露で
認められたGRP78およびGRP94の発現誘導が抑制される
こと，およびこれによって小胞体ストレスに対する防御応
答が脆弱化することが，カドミウムおよび鉛の相互作用の
機構の一端を担うであることを示唆している。すなわち，
内皮細胞毒性における鉛とカドミウムの相互作用は，それ
ぞれの重金属が互いの細胞毒性を増強していることが示
唆された。 
 
（4）カドミウムと無機水銀／ヒ素の相互作用 
カドミウムの内皮細胞毒性に対する無機水銀および亜
ヒ酸の影響を解析した。カドミウムと無機水銀を同時に曝露しても，細胞毒性に関してそれぞれ
の単独曝露と比較した変化は認められなかった。一方，カドミウムと亜ヒ酸の同時曝露は，それ
ぞれの単独曝露と比較して強い細胞毒性が認められた。以上より，カドミウムと亜ヒ酸は，内皮
細胞毒性において相互作用することが示唆された。 
そこで，カドミウムとヒ素の相互作用の機構を解析した。内皮細胞におけるカドミウムおよ
びヒ素の蓄積量は，それぞれの単独曝露と比較した変化は認められなかった。メタロチオネイン
は，カドミウムおよびヒ素の単独曝露による誘導が認められたが，同時曝露による影響は認めら
れなかった。抗酸化酵素／第二相解毒代謝酵素の遺伝子発現を制御している転写因子 Nrf2 とそ
の下流遺伝子（HO-1，NQO1，GCLM）も，カドミウムおよびヒ素の単独曝露による誘導が認め
られたが，同時曝露による影響は認められなかった。一方，活性酸素種（ROS）産生量は，カド
ミウムおよびヒ素の単独曝露によって増加していたが，この増加は同時曝露によってさらに増
加していた。以上より，内皮細胞毒性におけるカドミウムとヒ素の相互作用は，両金属の細胞内
蓄積量および生体防御系のメタロチオネインならびに Nrf2-ARE システムに修飾されないもの
の，ROS産生量の増加によることが示唆された。このROS産生の増加機構の詳細は不明であり，
今後明らかにすべき課題である。 
 
（5）まとめ 
本研究課題では，カドミウムの内皮細胞毒性に対して，亜鉛およびマンガンが防御作用を示すこ
と，およびその機構を示した。また，鉛および亜ヒ酸は，カドミウムの内皮細胞毒性を増強する
こと，およびその機構の一端を示した。カドミウムの内皮細胞毒性の強さはその他の重金属の曝
露により修飾され，それに対する内皮細胞は重金属の単独曝露とは異なる応答を示すことがあ
ることが示唆された。 
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The Journal of Toxicological Sciences 801～806

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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有

 オープンアクセス  国際共著
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Zn(ii)2,9-dimethyl-1,10-phenanthroline stimulates cultured bovine aortic endothelial cell
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Transcriptional Induction of Cystathionine γ-Lyase, a Reactive Sulfur-Producing Enzyme, by
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 １．発表者名

 ４．発表年

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

血管内皮細胞におけるカドミウムと他の重金属の相互作用

10.3390/ijms222111762
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有

 オープンアクセス  国際共著

 ５．発行年 ２．論文標題
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Takahashi Musubu、Fujie Tomoya、Nakano Tsuyoshi、Hara Takato、Shinkai Yasuhiro、Takasawa
Ryoko、Hara Yasushi、Kumagai Yoshito、Yamamoto Chika、Kaji Toshiyuki

22
 １．著者名

10.1248/bpbreports.4.6_175

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Fibroblast Growth Factor-2 Upregulates Reactive Sulfur Species Production via ERK1/2 Signal-
Mediated Cystathionine γ-Lyase Induction in Cultured Bovine Aortic Endothelial Cells

BPB Reports 175～181

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Takahashi Musubu、Kubota Ayaka、Fujie Tomoya、Shinkai Yasuhiro、Kumagai Yoshito、Nakano
Tsuyoshi、Hara Takato、Yamamoto Chika、Kaji Toshiyuki

4
 １．著者名

10.1016/j.taap.2021.115802

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著
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Induction of ZIP8, a ZIP transporter, via NF-κB signaling by the activation of IκBα and JNK
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血管内皮細胞におけるカドミウム毒性に対するメタロチオネインの役割
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 ４．発表年

 ４．発表年
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メタルバイオサイエンス研究会2021
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伊藤佳祐，藤江智也，尾﨑勇介，中野毅，山本千夏，鍜冶利幸
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メチル水銀はEGFR-p38 MAPK-PKA経路の活性化を介して血管内皮細胞ZIP8の発現を誘導する

カドミウムの内皮細胞毒性は転写因子NF-κBの活性化が介在する金属輸送体ZIP8の誘導によって増強される

メチル水銀による血管内皮細胞のEGFR-p38 MAPK-PKA経路を介したZIP8発現誘導はカドミウムの細胞内蓄積を増大する
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