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研究成果の概要（和文）：毒性金属であるカドミウムは、近位尿細管障害を引き起こす。そこで、

小胞体ストレス抑制剤サルブリナルがカドミウムによるヒト HK-2 近位尿細管細胞アポトーシ

スを抑制するかどうかについて検討した。その結果、サルブリナルは、翻訳開始因子 eIF2αの

リン酸化を持続させ、細胞死シグナル伝達経路を抑制することにより、カドミウムによる HK-2

細胞のアポトーシスを抑制した。小胞体は、毒性金属曝露に対するストレスセンサーとして機

能する可能性がある。 
 
研究成果の概要（英文）：The toxic metal, cadmium, damages renal proximal tubular cells.  
We, therefore, examined the protective effects of salubrinal, a suppressor of endoplasmic 
reticulum stress, on apoptotic cell death in HK-2 human proximal tubular cells exposed 
to cadmium.  Treatment with salubrinal protected cadmium-exposed HK-2 cells from 
apoptosis by increasing the phosphorylation of translation initiation factor, eIF2α, 
and suppressing cell death signal transduction pathways.  Endoplasmic reticulum may 
function as a stress sensor to toxic metals exposure. 
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１．研究開始当初の背景 
 細 胞 内小 器 官の 一つ で ある 小 胞体

（endoplasmic reticulum）は、細胞内カル
シウムの貯蔵、新生蛋白質の折り畳み（フォ
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ールディング）や脂質代謝など多様な生理機
能を有している。細胞は、虚血、低酸素、栄
養飢餓、熱ショックなどの小胞体ストレスを
受けると、小胞体内に異常な折り畳み構造を
持つ蛋白質が蓄積し、順次、蛋白質の翻訳抑
制 → 異常蛋白質の蓄積を回避する小胞体
シャペロン分子の発現誘導 → 異常蛋白質
の分解促進 → 最終的手段としての細胞死
（アポトーシス）と、一連の「小胞体ストレ
ス応答」が生じる。このように、小胞体は環
境ストレスに応答するセンサーとしても機
能しうるが、これまで環境毒性学の立場から
「小胞体」および「小胞体ストレス応答」に
着目した研究は尐ない。 
 我々は、カドミウムを LLC-PK1近位尿細管
由来上皮細胞に曝露し、小胞体ストレスマー
カ ー で あ る 78-kDa glucose-regulated 
protein（Grp78）の発現誘導が生じることを
初 め て 明 ら か に し た （ Environ Health 
Perspect 114:859-864, 2006）。また、この
小胞体シャペロン分子 Grp78の発現誘導には、
翻訳開始因子α  subunit of eukaryotic 
translation initiation factor 2（eIF2α）
のリン酸化、その結果生じる転写因子
activating transcription factor 4（ATF4）
の翻訳亢進が関与していることを示した。そ
の後、トリブチルスズが SH-SY5Y神経芽細胞
腫において、小胞体ストレス応答を引き起こ
すことも明らかにした（Environ Toxicol 
Pharmacol 27:158-160, 2009）。また、他研
究者からも我々の結果と一致するカドミウ
ム曝露 LLC-PK1細胞における Grp78発現誘導
（Cell Death Differ 14:1467-1474, 2007）
のほか、腎毒性物質ゲンタマイシンやアセト
アミノフェン代謝物の投与によるラット腎
の Grp78発現誘導も報告されている（Toxicol 
Sci 99:346-353, 2007）。しかしながら、カ
ドミウムや他の環境汚染毒性金属曝露によ
る小胞体ストレス応答の発生機序、シグナル
伝達やその毒性学的意義については、十分な
知見がない。 
 これまでに我々は、カドミウム、水銀、ト
リブチルスズなど毒性金属を曝露した細胞
において、アポトーシス発生に関わるストレ
ス応答性 MAP キナーゼ（mitogen-activated 
protein kinase ） の c-Jun NH2-terminal 
kinase（JNK）と p38 が活性化されることを
報告してきた（Biochem Biophys Res Commun 
251:527-532, 1998; Biochem Pharmacol 
60:1875-1882, 2000; Toxicol Sci 
53:361-368, 2000; Toxicol Appl Pharmacol 
196:206-214, 2004; Toxicol Lett 
152:175-181, 2004; Environ Toxicol 
Pharmacol 24:252-259, 2007, など）。一方、
小胞体ストレスによる JNK経路の活性化が明
らかにされており（Science 287:664-666, 
2000）、毒性金属曝露においても小胞体を発

信地とするシグナルにより、JNK 活性化を介
したアポトーシスが生じる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 蛋白質の品質管理を担う小胞体に変性蛋
白質が蓄積すると、その修復機構として小胞
体ストレス応答が生じる。また、小胞体はア
ポトーシス誘導シグナルの発信地ともなる。
我々は、カドミウムを曝露した近位尿細管由
来上皮細胞において、小胞体ストレスマーカ
ーであるシャペロン分子 Grp78の発現誘導が
生じることを見出した。本研究では、カドミ
ウムなど毒性金属曝露による標的細胞・臓器
における小胞体ストレス応答の発生機序、シ
グナル伝達系、細胞障害および防御に関わる
遺伝子・蛋白の解明を行い、毒性金属曝露に
対する小胞体を介した細胞応答の毒性学的
意義とその環境科学領域における可能性を
検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）小胞体ストレス抑制化合物サルブリナ
ルのカドミウム誘導アポトーシス抑制効果 
① 塩化カドミウムを曝露した近位尿細管由
来上皮細胞における Grp78蛋白、リン酸化型
eIF2α蛋白、ATF4蛋白レベルをウェスタンブ
ロットにより測定する。さらに、eIF2α蛋白
の脱リン酸化を抑制する化合物サルブリナ
ル（salubrinal）を処理したヒト HK-2 近位
尿細管由来上皮細胞における上記小胞体ス
トレス応答関連蛋白レベルをウェスタンブ
ロットにより測定する。 
 
② サルブリナルおよびカドミウム（または
他の毒性金属）処理細胞において、アポトー
シスおよびオートファジーを定量する。アポ
トーシスは DNA 断片化、ELISA を用いたヌク
レオソーム、ウェスタンブロットによる切断
型 PARP、TUNEL法などにより定量する。オー
トファジーは LC-3IIの発現により検出する。 
 
③ サルブリナルを処理した HK-2細胞に塩化
カドミウムを曝露し、小胞体ストレス応答シ
グナル伝達経路である PERK-eIF2α経路によ
り発現が調節されうる ATF4 ならびに他の分
子の発現レベルを測定するほか、ATF4ノック
ダウン HK-2 細胞におけるサルブリナルのア
ポトーシス抑制効果を検討することにより、
ATF4 の小胞体ストレス応答における機能を
明らかにする。また、PERK以外の小胞体スト
レスセンサーである ATF6、IRE1 の関与につ
いても、各々、切断型 ATF6の検出、XBP1 mRNA
のスプライシングの測定により評価する。 
 
④ サルブリナルおよびカドミウム（または
他の毒性金属）処理細胞において、アポトー
シス誘導に関わるストレス応答性 MAPキナー



 

 

ゼである JNK と p38 の活性化ならびに Bcl-2
ファミリーや GADD153（CHOP）の発現を評価
することにより、サルブリナルよるアポトー
シス抑制効果に関わるシグナル伝達機序を
検討する。 
 
⑤ 小胞体ストレス軽減効果が期待されるケ
ミカルシャペロンの 4－フェニル酪酸
（4-PBA）を用いて、カドミウム（または他
の毒性金属）処理細胞における細胞死および
アポトーシスを定量する。 
 
（２）毒性金属による熱ショック蛋白 HSP110
発現誘導 
 培養 NIH3T3 細胞に塩化カドミウムおよび
他の金属塩化物（マンガン、亜鉛、水銀、鉛）
を血清非存在下で曝露後、HSP110、HSP70、
Actin 蛋白レベルをウェスタンブロットによ
り、同 mRNA レベルを RT-PCR にて測定する。
マウス HSP110 遺伝子に対する siRNA を
NIH3T3細胞に導入した後、カドミウム曝露に
よる細胞障害をトリパンブルー色素排除法
および WST-8アッセイにて評価する。 
 
（３）カドミウム曝露による c-Fos蛋白リン
酸化とその毒性学的意義 
 HK-2 細胞に塩化カドミウムを曝露後、Fos
ファミリー（c-Fos、Fra-1、Fra-2、FosB）、
リン酸化型 c-Fos（Ser362、Ser374）蛋白レ
ベルをウェスタンブロットにより測定する。
上記 FosファミリーmRNAレベルを real-time 
RT-PCRにて測定する。野生型、および Ser362、
Ser374、Ser362/Ser374アラニン変異型 c-Fos
を発現させた HK-2 細胞について、カドミウ
ム曝露後、核抽出液を調整し、c-Fos 蛋白レ
ベルならびに AP-1/c-Fos DNA 結合活性を測
定する。 
 
４．研究成果 
 以下の主要な研究成果を得た。 
（１）小胞体ストレス抑制化合物サルブリナ
ルのカドミウム誘導アポトーシス抑制効果 
① 塩化カドミウムを曝露した近位尿細管由
来上皮細胞（ヒト HK-2 細胞、ブタ LLC-PK1
細胞、マウス MCT 細胞）において、Grp78 蛋
白、リン酸化型 eIF2α蛋白、ATF4 蛋白レベ
ルは増加しており、カドミウム曝露による小
胞体ストレス応答を認めた。eIF2α蛋白の脱
リン酸化を抑制する化合物サルブリナルを
処理したHK-2細胞において、リン酸化型eIF2
α蛋白レベルの持続的な増加効果を認めた。
一方、サルブリナル処理による Grp78蛋白お
よび ATF4蛋白レベルへの影響はなかった。 
 
② サルブリナル処理は、塩化カドミウムを
曝露した HK-2 細胞および LLC-PK1 細胞にお
いて、トリパンブルー色素排除法、WST-8 ア

ッセイ法などによる評価により、細胞死を有
意に抑制することを認めた。また、TUNEL法、
切断型 PARP および非切断型カスパーゼ-3 蛋
白レベルの評価により、カドミウム曝露によ
るアポトーシス発生が抑制されることを認
めた。一方、カドミウム曝露によるオートフ
ァジーは抑制されなかった。従って、
PERK-eIF2α経路は、カドミウム曝露による
近位尿細管細胞のアポトーシスを抑制する
シグナル伝達経路である可能性が考えられ
た。 
 
③ siRNAを用いた ATF4ノックダウン HK-2細
胞において、サルブリナルのカドミウム誘導
アポトーシスに対する抑制効果は減弱した。
従って、小胞体ストレス応答シグナル伝達経
路である PERK-eIF2α経路により発現が調節
される ATF4 蛋白の発現は、サルブリナルに
よるカドミウム誘導アポトーシスに対する
抑制効果出現のためには必要であることが
明らかとなった。 
 
④ 塩化カドミウムを曝露した HK-2細胞にお
いて、MAPキナーゼファミリーに属する JNK、
p38 および ERK1/2 のリン酸化が認められた。
このうち、サルブリナル処理は、アポトーシ
ス誘導に関わる MAP キナーゼである JNK と
p38 のリン酸化レベルを減尐させた。一方、
生存シグナルとされる ERK1/2 のリン酸化レ
ベルには変動をおよぼさなかった。さらに、
サルブリナル処理は、アポトーシス発生に関
わる GADD153（CHOP）蛋白レベルも抑制した。
従って、サルブリナルは、細胞死に関わるシ
グナル伝達系を抑制することが明らかとな
った。引き続き、JNK と p38 の活性化を調節
し、かつ、小胞体ストレス応答により活性化
される MAP キナーゼキナーゼキナーゼ（MAP 
kinase kinase kinase）である apoptosis 
signal-regulating kinase 1（ASK1）への作
用についての検討を要する。 
 
 本研究では、サルブリナルによるカドミウ
ム誘導アポトーシス抑制効果の機序につい
ての詳細な分子生物学的検討を行った。サル
ブリナルを用いた研究は、毒性金属曝露によ
る小胞体ストレスの毒性学的意義を検討す
るうえで有用である。本研究成果は、毒性学
国 際 誌 に 論 文 発 表 し た （ Effects of 
salubrinal on cadmium-induced apoptosis 
in HK-2 human renal proximal tubular cells, 
Arch Toxicol, 86:37-44, 2012）。 
 
（２）毒性金属による熱ショック蛋白 HSP110
発現誘導 
 マウス NIH3T3細胞において、10 µM 塩化カ
ドミウムの曝露 3時間後より、HSP110、HSP70
蛋白レベルの上昇が認められ、24時間後も上



 

 

昇は持続した。同様に、両 HSP mRNA レベル
上昇も曝露 3 時間後から認められた。また、
6時間曝露時、濃度（1-20 µM）依存性の HSP110、
HSP70蛋白・mRNAレベルの上昇が認められた。
10 µM 塩化第二水銀の曝露（6、24 時間）で
も、HSP110、HSP70 蛋白レベルの上昇が認め
られたが、同濃度の塩化カドミウム曝露に比
し、軽度であった。一方、塩化マンガン、塩
化亜鉛および塩化鉛曝露による HSPs 発現変
動は認められなかった。siRNA を用いたノッ
クダウンにより、カドミウム曝露による
HSP110蛋白発現誘導は、ほぼ完全に抑制され
た（HSP70 蛋白への影響はなし）。HSP110 ノ
ックダウン細胞では、コントロール細胞に比
し、10 µM 塩化カドミウム曝露（6、12、24
時間）による細胞障害の有意な増強は認めら
れなかった。 
 
 本研究では、塩化カドミウムおよび塩化第
2 水銀曝露により、小胞体シャペロン Grp78
蛋白のみならず、分子シャペロン HSP70蛋白、
HSP110（HSP105）蛋白の発現を誘導すること
を初めて明らかにした。siRNAによる HSP110
の発現抑制は、塩化カドミウムを曝露した
NIH3T3 細胞の細胞死を明らかに増強する結
果は得られなかったことから、引き続き、小
胞体シャペロン Grp78蛋白および分子シャペ
ロン HSP110 蛋白の発現誘導の毒性学的意義
を検討する必要がある。本研究成果は、毒性
学国際誌に論文発表した（HSP110 expression 
is induced by cadmium exposure but is 
dispensable for cell survival of mouse 
NIH3T3 fibroblasts, Environ Toxicol 
Pharmacol, 29:260-265, 2010）。 
 
（３）カドミウム曝露による c-Fos蛋白リン
酸化とその毒性学的意義 
 カドミウム曝露後、c-fos、fra-1、fra-2、
fosB mRNA レベル増加を認め、c-fos 遺伝子
発現は曝露2時間後に最大（40倍）に達した。
カドミウムの曝露濃度（5-100 µM）および曝
露時間（1-8 時間）に依存したバンドシフト
を伴う c-Fos蛋白レベルの増加が認められた。
さらに、この c-Fos蛋白の変動に一致したリ
ン酸化型 c-Fos（Ser362、Ser374）蛋白レベ
ル増加が認められた。ERKキナーゼ（MEK1/2）
阻害剤 U0126 および p38 阻害剤 SB203580 処
理により、カドミウム曝露による c-Fosおよ
びリン酸化型 c-Fos（Ser362、Ser374）蛋白
レベル増加が抑制された。一方、JNK 阻害剤
SP600125 処理による影響は認められなかっ
た。Ser374および Ser362/Ser374アラニン変
異型 c-Fos導入細胞では野生型導入細胞に比
し、有意な c-Fos蛋白レベルの低下が認めら
れた。c-Jun をコトランスフェクションした
Ser362/Ser374 アラニン変異型 c-Fos 導入細
胞では野生型導入細胞に比し、カドミウム曝

露による AP-1/c-Fos DNA 結合活性上昇は約
50％低下した。 
 
 本研究では、カドミウムを曝露した近位尿
細管由来上皮細胞における Ser362、Ser374
部位のリン酸化を伴う c-Fos蛋白の蓄積を初
めて明らかにした。c-Fos 発現誘導とそのリ
ン酸化は、ERK と p38 経路が主要なシグナル
伝達系であり、c-Fos 蛋白蓄積には、Ser374
部位リン酸化による安定化が重要であると
考えられた。また、Ser362、Ser374両部位リ
ン酸化は、カドミウム曝露により生じる
AP-1/c-Fos DNA結合活性上昇に関与すると考
えられた。c-Fos 蛋白リン酸化と小胞体スト
レス応答との関連については、今後の更なる
検討を要する。本研究成果は、毒性学国際誌
に 論 文 発 表 し た （ Cadmium induces 
phosphorylation and stabilization of 
c-Fos in HK-2 renal proximal tubular cells, 
Toxicol Appl Pharmacol, 251:209-216, 
2011）。 
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