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研究成果の概要（和文）：血管内皮細胞は血液と直に接している唯一のcell typeである。カドミウムの器官毒性が血
管内皮細胞に対する毒性に依存する場合が報告されているが，その詳細は不明である。本研究は，カドミウムの細胞毒
性を修飾する炎症性サイトカインTGF-βがALK5/Smad2/3/p38 MAPKシグナル経路を介して内皮細胞の亜鉛輸送体ZIP8の
発現を誘導すること，およびカドミウムと亜鉛の相互作用にメタロチオネイン誘導だけでなくZIP8の発現レベルが重要
であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Vascular endothelial cells are the only cell type that directly contact with 
blood. It was reported that organ toxicity of cadmium possibly depends on the toxicity of the metal to 
vascular endothelial cells; however, the mechanisms have been unclear. In the present study, we found 
that TGF-β, an inflammatory cytokine that can influence the cytotoxicity of cadmium to vascular 
endothelial cells, induces the expression of a zinc transporter ZIP8 in vascular endothelial cells. In 
addition, it was revealed that the expression level of ZIP8 as well as metallothionein induction is 
important for interaction of zinc with cadmium in the cells.

研究分野：環境健康学，毒性学，バイオオルガノメタリクス
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１．研究開始当初の背景 
血管内皮細胞は，血管内腔を一層に覆い血
液と直接接している唯一の cell typeである。
血管は複数の cell typeによって構成されてい
るが，血管に共通して存在しているのは内皮
細胞だけである。また，血管はあらゆる組織
に存在しており，内皮細胞は血液と直に接し
ている cell typeとして血液凝固・線溶系の調
節，血管のトーヌスの調節，物質の透過性の
調節などに重要に関与している。 
申請者らは重金属の毒性について研究を行
ってきた。その過程で，申請者らは，それま
で肝毒性，腎毒性，神経毒性など，器官別に
理解されてきた重金属の毒性に「血管毒性」
という新しい視点を提起した。なぜなら，重
金属は内皮細胞を経ることなく器官実質細
胞に到達することはできず，そのため血管内
皮細胞の傷害や機能異常が器官毒性の発現
に重要な影響を与え，さらにその毒性発現の
メカニズムを担っている可能性があるから
である。その後，重金属の血管毒性は一般的
な概念となり，申請者らの研究はその中で重
要に貢献している。 
重金属の毒性研究の発展において，亜鉛輸
送体の発見はきわめて重要なものの 1つであ
る。亜鉛輸送体は，ATPを利用しない二次性
能動輸送型の Solute carrier transporter群（SLC
ファミリー）に分類され，細胞外・細胞内小
器官から細胞質の向きに亜鉛を輸送する ZIP
（Zrt-, Irt-like protein）と細胞外・細胞内小器
官内の向きに亜鉛を輸送する ZnT（Zn 
transporter）に大別される。哺乳動物では，ZIP
が 14 種類，ZnT が 9 種類存在することが知
られているが，内皮細胞のような極性を持つ
細胞では，ZIP4，ZIP8，ZIP14が頂端側 apical
に，ZIP5は基底側 basolateralに発現している
とされる。 
亜鉛輸送体は，細胞内亜鉛のホメオスタシ
スに関わるだけでなく，重金属の毒性発現に
も関与する。例えば，カドミウムの精巣毒性
に感受性の高いマウスの系統の精巣では，
ZIP8が高く発現している。これは，カドミウ
ムが ZIP8 を通じて内皮細胞に取り込まれ，
内皮細胞がまず傷害され，次いで実質細胞が
傷害されるというメカニズムを示唆してい
る。このように，内皮細胞における亜鉛輸送
体の生理的機能の解明と，その発現調節の異
常に基づく重金属の毒性発現の解明が今，強
く求められている。 
 
２．研究の目的 
上記の研究背景をもとに，本研究は血管内
皮細胞に対する重金属毒性の発現およびそ
の毒性に対する感受性に関わる亜鉛輸送体
の発現について，以下の観点から解明を行う
ことを目的とした。 
（1）細胞増殖因子／サイトカインによる亜
鉛輸送体の発現調節を分子種レベルで解明
する。 
（2）重金属による亜鉛輸送体の発現異常を

分子種レベルで明らかにすることによって，
重金属，特にカドミウムの毒性発現に関与す
る亜鉛輸送体分子種を明らかにする。 
（3）重金属相互作用における亜鉛輸送体の
関与を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
ウシ大動脈由来血管内皮細胞または血管平
滑筋細胞をコンフルエントまで培養したも
のを dense culture，1×104 cells/cm2の密度で播
種し 24時間培養したものを sparse cultureと
した。TGF-1，抗 TGF-1中和抗体，その両
方を処理した細胞の total RNAを抽出し，亜
鉛輸送体（ZIP1~14, ZnT1 および DMT1）の
mRNA発現を real-time RT-PCR法によって検
討した。リポフェクション法によって ALK1, 
ALK5, Smad2, Smad3の siRNAを導入，もし
くは LY364947（ALK5阻害剤），PD98059（ERK
阻害剤），SB203580（p38 MAPK 阻害剤），
SP600125（JNK阻害剤）を前処理し，その後
TGF-1を処理した細胞のZIP8 mRNA発現を
real-time RT-PCR法にて検討した。ZIP8タン
パク質の発現，Smad2/3およびMAPKシグナ
ルの活性化は，ウエスタンブロット法により
検出した。 
別に，ウシ大動脈由来内皮細胞をカドミウ
ム（5 or 10 µM）と亜鉛（5, 10, 30, 50 or 100 
µM）で同時処理し，形態学的観察およびア
ラマーブルーアッセイにより細胞傷害性を
評価した。カドミウムおよび亜鉛の細胞内蓄
積量は，細胞を EDTA含有酢酸緩衝溶液で抽
出し，ICP-MSによって定量した。MTおよび
ZIP8 のタンパク質発現をウエスタンブロッ
ト法で，ZIPファミリータンパク質の mRNA
発現を real-time RT-PCR法にて検討した。干
渉 RNA 法により ZIP8，MTF-1 および Nrf2
の発現を抑制した。転写因子MTF-1結合領域
MREおよび転写因子Nrf2結合領域AREの転
写活性化は，Dual-Luciferase Reporter Assayに
より評価した。 

 
４．研究成果 
（1）TGF-1による ZIP8発現の調節 
①血管内皮細胞 
サイトカイン／細胞増殖因子による亜鉛輸
送体発現の調節をスクリーニングした結果，
カドミウムの内皮細胞毒性を修飾すること
が知られている TGF-1が内皮細胞の ZIP8の
発現を誘導することが示された。そこで以下
の詳細な検討を行った。 

Dense cultureおよび sparse cultureにおいて，
TGF-1処理により ZIP8 mRNAの誘導が顕著
に上昇した。TGF-1による ZIP8 mRNAの誘
導は濃度依存的であり，そのような変化は抗
TGF-中和抗体によって減弱した。TGF-1に
よる亜鉛輸送体の誘導は，検討した他の ZIP
および ZnT1では観察されず，ZIP8 mRNAの
誘導が最も顕著であった。 
内皮細胞において TGF-1シグナルは，細胞
膜上に存在するALK1およびALK5を介して，



下流のシグナルを活性化させる。そこで，各
受容体の siRNA を用いた発現抑制により，
ZIP8 mRNA の誘導に関わる受容体を検討し
たところ，ALK5 の発現抑制により TGF-1

による ZIP8 mRNAの誘導が抑制されたのに
対し，ALK1 の発現抑制では，ほとんど変化
が見られなかった。また，ALK5 に特異的な
阻害剤である LY364947 を処理した場合も同
様に，ZIP8 mRNAの誘導が抑制されたことか
ら，内皮細胞における TGF-β1 シグナルは
ALK5 を介して下流シグナルを活性化させる
ことが示唆された。ALK5 の下流シグナル分
子である Smad2/3のリン酸化を検討したとこ
ろ，TGF-1の濃度依存的な Smad2/3の活性化
が見られ，Smad2 siRNAおよび Smad3 siRNA
により ZIP8 mRNAの誘導が抑制された。 
さらに，ZIP8の発現誘導に対するMAPK経
路の関与を検討した。TGF-1により，ERK1/2，
p38 MAPK，JNKのリン酸化が認められた。
そこで，これらのシグナル経路が ZIP8 の誘
導に関与する可能性を検討した。その結果，
p38 MAPK阻害剤 SB203580を処理したとき，
TGF-1による ZIP8 mRNAの発現上昇が抑制
されたのに対し，ERK 阻害剤 PD98059 と
JNK阻害剤 SP600125を処理ではほとんど変
化が見られなかった。 
これらの結果より，ALK5/Smad2/3 経路と

p38 MAPKが関与していることが示唆された
ことから，ALK5/Smad2/3が p38 MAPKに与
える影響について検討した。ALK5 阻害剤
LY364947 の処理，および Smad3 のノックダ
ウンにより p38のリン酸化は顕著に抑制され
たが，Smad2のノックダウンは p38 MAPKの
リン酸化への影響は小さかった。また，p38 
MAPK 阻害剤 SB203580 は，Smad2/3 のリン
酸化に影響を及ぼさなかった。 
以上の結果から，内皮細胞において，TGF-1

は ALK5/Smad2/3/p38 MAPKシグナル経路の
活性化を介して特異的に ZIP8 の発現を上昇
させることが明らかとなった（図 1）。ZIP8
は細胞膜に存在し細胞外から細胞質内に亜
鉛を輸送するので，本研究の結果は，TGF-1

が血管内皮細胞内の亜鉛濃度を高める方向
に ZIP8 の発現を上昇させていることを示唆
しており，TGF-1による内皮細胞の機能調節
に ZIP8 とその発現上昇による細胞内亜鉛の
増加が関与していることが示唆される。 

 
図 1．TGF-1による血管内皮細胞 ZIP8 発現
の誘導機構 

 
②血管平滑筋細胞 
次に血管平滑筋細胞について，同様の検討
を行った。 

Dense culture の血管平滑筋細胞において，
TGF-1 により，ZIP8 タンパク質の発現が顕
著に抑制された。さらに，TGF-1濃度および
時間依存的にZIP8 mRNAの発現は抑制され，
その ZIP8 mRNAの発現抑制は，TGF-β中和
抗体により消失した。TGF-1と他のサイトカ
インおよび細胞増殖因子を比較し，TGF-β1
が顕著に ZIP8 mRNAの発現を抑制した。ま
た，Sparse cultureの細胞においては，以上の
ような TGF-1による ZIP8 mRNAの発現抑制
は認められず，ZIP8 mRNAの顕著な変動は認
められなかった。TGF-1によるその他の亜鉛
輸送体の発現変動は，平滑筋細胞で発現して
いる ZIPファミリー（ZIP4，8および 10）の
中で，TGF-1による ZIP8 mRNAの発現抑制
が最も顕著に検出された。 

TGF-1による ZIP8 発現抑制に関する細胞
内シグナル伝達経路を検討するため，まず，
ALK5/Smad2/3 経路を検討した。TGF-1によ
る ZIP8 発現抑制に対する ALK5 の関与を検
討した。ALK5 siRNAを導入した細胞では，
TGF-1による ZIP8 mRNAの発現抑制が顕著
に消失した。さらに，TGF-1により ALK5の
下流に存在する Smad2/3が活性化したが，細
胞に Smad2 siRNAおよび Smad3 siRNAを導
入したところ，Smad2の発現を抑制した細胞
でのみ，TGF-1による ZIP8 mRNA発現抑制
の顕著な消失が認められた。次に，TGF-1

による ZIP8 mRNA の発現抑制に対する
MAPK経路の関与を検討した。TGF-1により
ERK1/2，p38 MAPK および JNK の活性化が
認められたが，各MAPK阻害剤を処理しても
TGF-1による ZIP8 mRNAの発現が抑制され，
各MAPK阻害剤の影響は認められなかった。 
これらの結果から，血管平滑筋細胞におい
て， TGF-1 による ZIP8 発現抑制は，
ALK5/Smad2 シグナル伝達経路を介すること
が示唆された。Smad2 は活性化されたのち，
Smad4と複合体を形成することで，核内に移
行し転写因子として機能する。このことから，
TGF-1による ZIP8 発現抑制に，Smad4 が関
与するかを検討した。Smad2のみを発現抑制，
Smad4 のみを発現抑制，Smad2 と Smad4 を
同時に発現抑制した細胞の全てで，TGF-β1
による ZIP8の発現抑制が顕著に消失した。 
以上の結果より，血管平滑筋細胞において，

TGF-1 に よ る ZIP8 の 発 現 抑 制 は ，
ALK5/Smad2 経路により制御されていること
が明らかとなった。加えて，Smad4と協調す
ることで ZIP8 の発現が調節されることが示
された（図 2）。また，TGF-1による Smad2/4
経路に介在される ZIP8 の発現抑制メカニズ
ムの仮説として，Smad2 および Smad4 が
TGF-1 の機能を負に制御する配列（TGF-β 
inhibitory element）に結合すること，Smad2
および Smad4 が co-repressorと協調して転写



を負に制御すること，および Smad2 と
co-activatorとの複合体形成をSmad4が抑制す
ることが示唆される。 

図 2．TGF-1による血管内皮細胞 ZIP8 発現
の抑制機構 

 
（2）血管内皮細胞に対するカドミウムと亜
鉛の相互作用における ZIP8の役割 
カドミウムの細胞毒性に対して必須微量元
素である亜鉛が防御作用を示すことが広く
知られているが，その防御機構は亜鉛によっ
て誘導されたメタロチオネイン（MT）にカ
ドミウムが捕捉され無毒化された結果であ
ることが定説となってきた。しかしながら，
内皮細胞においては亜鉛のMTの誘導能は極
めて低い。我々は亜鉛がカドミウムの細胞内
蓄積量を減少させる“希釈効果”を示した
（Kaji, Yakugaku Zasshi, 124: 113-120, 2004）が，
そのメカニズムは不明であった。 
カドミウムによる内皮細胞毒性は，亜鉛の
処理濃度依存的に減弱した。また，カドミウ
ムと亜鉛を同時処理した細胞は，亜鉛処理濃
度依存的に細胞内の亜鉛蓄積量が増加する
のに伴い，カドミウムの蓄積量は有意に抑制
された。このとき，カドミウム曝露により発
現が上昇した金属輸送体 ZIP8 は，亜鉛によ
って抑制された。また，ZIP8の発現を抑制し
た細胞において，カドミウムの細胞内蓄積量
が減少したことから，ZIP8がカドミウムの細
胞内輸送に関与していることが示された。こ
れらの結果から，カドミウムの内皮細胞毒性
に対する亜鉛の防御機構は，カドミウムによ
る ZIP8 の発現誘導が抑制され，細胞内のカ
ドミウム蓄積量が減少したことによると考
えられる。 
次に，亜鉛の防御作用における MT の関与
を検討した。MT はカドミウムにより誘導さ
れるが，低濃度（10 µM以下）の亜鉛はカド
ミウムによる MT の発現を抑制した。一方，
高濃度の亜鉛（30 µM以上）は，カドミウム
によるMTの誘導を増強した。MTF-1 siRNA
を導入した細胞における亜鉛の作用を検討
したところ，MT の発現が抑制されたにも関
わらず，亜鉛による防御作用が認められた。
従って，カドミウムによる内皮細胞毒性に対
する高濃度亜鉛の防御作用にはMTの誘導が
関与するが，低濃度亜鉛の防御作用はMTに
依存しないことが推察される。 

MTF-1 siRNAを導入した細胞において，カ
ドミウムと亜鉛の同時処理によるMTの誘導
は顕著に抑制された。MREの転写活性化はカ
ドミウムの曝露により増強し，低濃度・高濃
度に限らず亜鉛処理による変化は認められ

なかった。一方，Nrf2 siRNAを導入した細胞
では，カドミウム単独処理によるMTの誘導
は顕著に抑制されたが，亜鉛との同時処理で
は亜鉛の濃度が低い場合には抑制され，高い
場合には抑制されなかった。AREの転写活性
化は，カドミウムの曝露により増強したが，
高濃度の亜鉛により低下した。 

MT には 4 つのアイソフォームが存在する
が，その中で重金属の毒性軽減には MT-1 と
MT-2が重要であるとされる。MT-1にはサブ
アイソフォームが存在するが，本研究で用い
た内皮細胞は MT-1Aと MT-1Eを発現してい
る。我々は内皮細胞におけるMTアイソフォ
ームの誘導機構として，MT-1A/1E の誘導に
は，MTF-1/MRE経路と Nrf2/ARE経路の両経
路の活性化が関与するのに対し，MT2 は
Nrf2/ARE経路に依存せず，MTF-1/MRE経路
を介して誘導されることを見出している。こ
のことから，カドミウムと高濃度亜鉛の相互
作用の結果として誘導されるMTアイソフォ
ームは主として MT2 である可能性が示唆さ
れた。 
本研究は，血管内皮細胞に対するカドミウ
ムと亜鉛の相互作用は，1）亜鉛による ZIP8
の発現抑制が，細胞内におけるカドミウムの
希釈効果に関与していること，2）亜鉛によ
るカドミウムの内皮細胞毒性の防御作用は
亜鉛の濃度に依存し，低濃度亜鉛では ZIP8
の発現抑制によるカドミウムの取り込み抑
制が重要であり，一方，高濃度亜鉛では ZIP8
の発現抑制に起因する細胞内カドミウムの
蓄積量減少だけでなく，MT の誘導が関与し
ていること，3）カドミウムと高濃度亜鉛と
の相互作用では主として MTF-1/MRE 経路を
介した MT-2 の誘導が関与していることを示
唆していた。本研究により，血管内皮細胞に
対するカドミウムと亜鉛の相互作用におい
て，従来の定説であったMTによる防御機構
の詳細が明らかとなっただけでなく，希釈効
果に ZIP8 の発現に対するカドミウムと亜鉛
の相互作用が関与することが明らかとなっ
た。 

 
本研究は，血管内皮細胞の亜鉛輸送体のう
ち，特に ZIP8が TGF-1による発現制御を受
けること，およびカドミウムと亜鉛の相互作
用に重要に関与すること，を明らかにした。 
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