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研究成果の概要（和文）：カドミウムは動脈硬化症の危険因子である。動脈硬化血管壁に蓄積したデルマタン硫
酸糖鎖は病変の進展を促進することが知られている。そこで，血管内皮細胞のデルマタン硫酸糖鎖にカドミウム
が及ぼす影響を検討した。その結果，カドミウムによるデルマタン硫酸糖鎖の伸長が認められ，糖鎖伸長酵素で
あるCHSY1がPKCαを介して誘導されることが示された。また，CHSY1がカドミウムによる内皮細胞毒性を増悪さ
せることも明らかとなった。血管におけるデルマタン硫酸糖鎖がカドミウム毒性を修飾し，動脈硬化の進展を促
進させることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The present study revealed that cadmium elongates the dermatan sulfate chain
 synthesized by vascular endothelial cells. Additionally, it was also revealed that CHSY1, dermatan 
sulfate synthase, is upregulated via PKCαand exacerbates cadmium cytotoxicity. These results 
suggests that dermatan sulfate sugar chains in blood vessels modulate cadmium toxicity and promote 
the development of atherosclerosis.

研究分野：衛生薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
カドミウムは我々が日常生活で非意図的に曝露する重金属であり，動脈硬化症の危険因子である。動脈硬化の進
展過程では，血管内皮細胞下層においてLDLコレステロールの蓄積と酸化が生じるが，血管壁に過剰に蓄積した
デルマタン硫酸糖鎖はこれらの変化を促進する。本研究では，カドミウムが内皮細胞におけるデルマタン硫酸糖
鎖伸長酵素の発現を増加させることを明らかにした。重金属の毒性学研究を通じて，動脈硬化進展の病理組織学
的知見に対する分子基盤を理解する上で重要な知見を示し，人々の健康の維持増進に貢献する結果となったもの
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 
カドミウムはコメやタバコなどを通じて我々が意図せずに曝露する重金属であり，脂質プラ
ーク形成を伴う動脈硬化病変を発症させることが動物実験で示されている。それに加えて，疫学
研究からもカドミウムは動脈硬化症の危険因子であることが報告されている。動脈硬化の進展
過程で生じた脂質プラークは様々な心血管疾患を誘発するため，脂質プラーク形成を理解する
ことは極めて重要である。脂質プラーク形成は LDLコレステロールが血管壁に蓄積し，酸化を
受けることを発端とし，これらの変化は血管壁に過剰に蓄積したデルマタン硫酸糖鎖の存在下
において促進される。そのため，デルマタン硫酸糖鎖は脂質プラーク形成を伴う動脈硬化を進展
させる因子となる。 

血管の内腔を覆う内皮細胞は，カドミウムが各種臓器に移行する際に必ず接触する標的細胞
である。これまでに，内皮細胞から合成されるデルマタン硫酸糖鎖がカドミウムによって増加す
ること，およびカドミウムにより増加したデルマタン硫酸糖鎖がビグリカンタンパク質と結合
して細胞外に分泌されること，を明らかにしていた。これより，ビグリカンの合成促進に伴いデ
ルマタン硫酸糖鎖も増加することが，動脈硬化の増悪素因となると考えられていた。しかしなが
ら，カドミウムは内皮細胞におけるビグリカンの発現に影響しないことが明らかとなり，これま
での予想と異なるデルマタン硫酸糖鎖が増加する機構の存在が示唆された。 

２．研究の目的 
上記の研究背景から，「ビグリカンの発現増加を伴わないデルマタン硫酸糖鎖の伸長が脂質プ
ラーク形成の分子基盤に存在するのではないか」と着想した。すなわち，カドミウムによる内皮
細胞デルマタン硫酸糖鎖の伸長機構を明らかにすることが本研究の目的である。 

３．研究の方法 
 本研究目的の達成には，（１）カドミウムにより内皮細胞が合成するデルマタン硫酸糖鎖が伸
長するのか，（２）内皮細胞が発現するデルマタン硫酸糖鎖の伸長酵素はどれか，その内の，（３）
どの酵素がカドミウムによりどのように変動するか，を明らかにする必要があった。デルマタン
硫酸糖鎖の基本構造は，高度に硫酸化された N-アセチルガラクトサミンとグルクロン酸または
イズロン酸の直鎖二糖繰り返し構造である。そこで，この糖鎖長は，[3H]グルコサミンと[35S]硫
酸で二重標識した血管内皮細胞，およびその培養上清への分泌物を陰イオン交換クロマトグラ
フィーとゲルろ過クロマトグラフィーで分離することで解析した。内皮細胞において発現する
デルマタン硫酸糖鎖伸長酵素の探索，および発現調節機構の解析は，定量的 RT-PCRおよびウェ
スタンブロット法にて行った。カドミウムによる内皮細胞傷害性は乳酸脱水素酵素の逸脱量を
指標に測定した。これらの実験は，形質がヒトの内皮細胞と類似しており，既述の研究結果が蓄
積されているウシ大動脈内皮細胞を用いて基礎的な解析を行った。結果の一部は，ヒト臍帯静脈
内皮細胞株の EA.hy926細胞でも確認することで，普遍性の検討も加えた。 

４．研究成果 
 はじめに，カドミウムがデルマタン硫酸の糖鎖長に及ぼす影響を検討した。コンフルエントの
血管内皮細胞に対して，[3H]グルコサミンと[35S]硫酸を含む培地でカドミウムを曝露した。細胞
層および培養上清を陰イオン交換クロマトグラフィーで分離したところ，先行研究と同様に 0.6 
M NaCl 付近で溶出されるピークのうち，[3H]グルコサミン由来のピークのみ増大が認められた
（図 1A）。本分画を回収し，デルマタン硫酸の分解酵素であるコンドロイチナーゼ ABCで処理
した後に，ゲル濾過クロマトグラフィーによる分離を行った。その結果，ピークのシフトが認め
られたことより，本ピークにデルマタン硫酸糖鎖が含まれることが明らかとなった（図 1B）。 

図 1 血管内皮細胞が分泌するデルマタン硫酸糖鎖はカドミウムにより増加する。 コンフルエ
ントの血管内皮細胞を[3H]グルコサミンと[35S]硫酸の存在下，カドミウムを 2 µMで 24時間曝露
し，細胞外に分泌された分子を [A]  DEAE イオン交換クロマトグラフィーで分離・解析した。
赤線で示した分画を回収し，一部をコンドロイチナーゼ ABCで消化した後， [B]  Sepharose CL-
4Bクロマトグラフィーで分離・解析した。 



また，図 1Aで回収した分画に含まれるタンパク質をパパインで消化した後に，ゲル濾過クロ
マトグラフィーによる分離を行ったところ，カドミウム曝露群の方が早く溶出したことから，カ
ドミウムがデルマタン硫酸糖鎖の分子サイズを増大させることが明らかとなった（図 2）。これ
らの結果から，カドミウムは内皮細胞のデルマタン硫酸糖鎖の硫酸化量は変化させることなく，
糖鎖のみ伸長させることが明らかとなった。 

 
図 2 カドミウムは内皮細胞が合成するデ
ルマタン硫酸糖鎖を伸長させる。 図1Aの
赤線で示した分画を回収し，一部をパパイ
ンで消化した後，Sepharose CL-6Bクロマト
グラフィーで分離・解析した。 
 
 

そこで，現在までに報告されている 6種類のデルマタン硫酸糖鎖の伸長に関わる酵素（CHSY1，
CHSY3，CHPF，CHPF2，CSGALNACT1，CSGALNACT2）について，内皮細胞における発現を
検討したところ，これら全ての酵素の遺伝子が発現していることが明らかとなった。この中で，
CHSY1のみカドミウムの濃度および時間依存的な発現増加を示し（図 3A, B），この傾向はタン
パク質発現にも反映され，カドミウムの濃度依存的に CHSY1 タンパク質の増加が認められた
（図 3C）。その一方で，デルマタン硫酸と類似した直鎖二糖繰り返し構造を持つヘパラン硫酸糖
鎖の伸長酵素はカドミウムによる発現変動が認められなかった。この結果は，カドミウム曝露下
におけるヘパラン硫酸の増加は，パールカンのコアタンパク質の合成増加によるもので，ヘパラ
ン硫酸糖鎖の伸長を伴わないという既報（Ohkawara et al., Environ. Toxicol. Pharmacol., 1997）の
結果を支持するものである。 

 
図 3 カドミウムはデルマタン硫酸糖鎖伸
長酵素 CHSY1の発現を誘導する。 コンフ
ルエントの血管内皮細胞にカドミウムを
[A] 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2 µMで 24時間または [B] 
1 µM で 4, 8, 12, 24時間曝露した。CHSY1
のmRNA発現を定量的RT-PCRで解析した。
**p < 0.01 vs. Control. コンフルエントの血
管内皮細胞にカドミウムを [C] 0.1, 0.2, 0.5, 
1, 2 µMで 24時間曝露した。CHSY1のタン
パク質発現はウェスタンブロット法にて解
析した。 
 
 

次に，カドミウムによる CHSY1の発現誘導機構を探索し，プロテインキナーゼ C（PKC）の
広範な活性化能を有するホルボールエステル phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）の処理下に
おいて CHSY1の mRNAおよびタンパク質発現が誘導されることを見出した（図 4A, B）。その
一方で，PKCの活性化能を持たないホルボールエステルである 4α-phorbol 12,13-didecanoate（4α-
PDD）の処理下では CHSY1の発現誘導は認められなかった（図 4C）。これより，PKCが CHSY1
を誘導することが示された。そこで，PKCサブクラスのうちPKCα/β/γに対する阻害剤GF109203X
の前処理下においてカドミウムを曝露したところ，カドミウムによる CHSY1の発現誘導が消失
した（図 4D, E）。また，これら 3種の PKCサブクラスのうち，内皮細胞において主に発現する
分子種は PKCαであること，ならびに PKCαの発現抑制細胞ではカドミウムによる CHSY1の発
現誘導が顕著に抑制されることも明らかとなった。 
 

図 4 カドミウムによる CHSY1の発現誘
導は PKCを介する。 コンフルエントの
血管内皮細胞に [A, B] PMA および [C] 
4α-PDDを 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 µMで 6
時間処理した。 [D, E] コンフルエントの
血管内皮細胞に GF109203Xを 5, 10 µMで
2 時間前処理した後にカドミウムを 2 µM
で 24時間曝露した。**p < 0.01 vs. Control. 
##p < 0.01 vs. without GF109203X. 

 
最後に，カドミウムによる内皮細胞傷害性に対する CHSY1の影響を検討したところ，CHSY1
の発現を抑制するとカドミウムによる細胞傷害が減弱する一方で，CHSY1 を高発現させた内皮
細胞においてはカドミウムによる細胞傷害が増強されることが明らかとなった（図 5）。このこ



とは，カドミウムによって内皮細胞において誘導された CHSY1が，その毒性の増悪因子となる
ことを示唆している。 

 
図 5 CHSY1はカドミウムによる細
胞傷害を増強する。 コンフルエン
トの血管内皮細胞に  [A] CHSY1 
siRNA および [B] CHSY1 強制発現
ベクターを導入し，24時間培養した
後に，カドミウムを 1, 2 µMで 24時
間曝露した。細胞傷害性は培養上清
に逸脱した乳酸脱水素酵素の活性で
測定した。**p < 0.01 vs. Control. ##p < 
0.01 vs. Control siRNA or vector. 

 
本研究は，カドミウムが内皮細胞において PKCαを介して CHSY1を発現誘導し，デルマタン
硫酸糖鎖を伸長させること，および CHSY1がカドミウム毒性の増悪因子となることを明らかに
したものである。糖鎖伸長酵素の発現調節シグナルに関する報告は極めて少なく，本研究は動脈
硬化に係る内皮細胞の生物学と糖鎖生物学の両分野における重要な知見をもたらすものである。 
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