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研究成果の概要（和文）：本研究では、血管内皮細胞に対してメタロチオネイン（MT）合成を効率良く誘導するハイブ
リッド分子として、ジエチルジチオカルバミン酸銅（Cu10）を見いだした。次に、Cu10は内皮細胞内に取り込まれやす
いことや、Cu10によるMT合成誘導には、重金属応答性転写因子であるMTF-1が関与するが、酸化ストレス応答性転写因
子であるNrf2は関与していないことを明らかにした。また、Cu10は内皮細胞以外の細胞に対してもMTの合成誘導を引き
起こすが、血管内皮細胞に対してより強いMT誘導活性を有することが示された。以上より、Cu10が動脈硬化症などの予
防に向けた有用なリード化合物になり得る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, out of 120 compounds, we found that Cu(II)(Edtc)2 (Cu10), a 
organic-inorganic hybrid molecule, strongly induces metallothionein (MT) synthesis without non specific 
cell damage in human vascular endothelial cells. We also showed that Cu10 is easily taken up by vascular 
endothelial cells, and that Cu10 induce MT synthesis via metal response element-binding transcription 
factor-1 (MTF-1) pathway but not Nrf-2 pathway. Cu10 also induces MT synthesis in other cell types such 
as human brain microvascular pericytes and human coronary artery smooth muscle cells. However, the 
stimulatory effect of Cu10 was weaker than Cu10-stimulated vascular endothelial cells, suggesting that 
Cu10 has more strong activity on MT synthesis in vascular endothelial cells. These observations suggest 
that Cu10, a organic-inorganic hybrid molecule, may have a potential to contribute for prevention of 
vascular diseases including atherosclerosis.

研究分野：環境毒性学
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１．研究開始当初の背景 
 癌や心疾患、脳血管疾患などの生活習慣病
やアルツハイマー病、パーキンソン病、筋萎
縮性側索硬化症（ALS）などの神経変性疾患
は国民衛生上の大きな社会的問題であると
ともに、その予防と治療対策は必須の課題で
あり、かつ急務である。これらの疾患の発症
機序はきわめて複雑であり、未解明な点が多
く残されているが、その発症には各疾患部位
での酸化ストレスや炎症反応が深く関与す
ることが知られている。 
 生体防御因子の一つであるメタロチオネ
イン（金属結合タンパク質）は、必須金属の
恒常性維持、重金属の毒性軽減、抗酸化作用、
抗炎症作用、制癌剤の副作用軽減など多様な
作用を示す多機能性タンパク質であること
が示されている。また近年、遺伝子工学的手
法を用いてメタロチオネインを過剰発現す
るトランスジェニックマウスやメタロチオ
ネイン遺伝子を欠損したノックアウトマウ
スなどの遺伝子改変マウスが作製され、メタ
ロチオネインの生理機能の解明のための実
験モデルとして広く利用されている。例えば、
メタロチオネイン-Iおよびメタロチオネイン
-II の遺伝子が欠損したメタロチオネイン
-I/IIノックアウトマウスは、有害金属、酸化
ストレスおよび炎症反応などに対して高感
受性であることが報告されている（Satoh, 
Yakugaku Zasshi, 127, 709-717, 2007）。ま
た、神経変性疾患をはじめとする様々な疾患
防御にメタロチオネインが深く関与するこ
とも報告されている。したがって、各種疾患
の病変部位でメタロチオネインを効率よく
発現させることができれば、酸化ストレスや
炎症反応が原因となって誘発される動脈硬
化病変や神経変性疾患などの発症・進展に対
して防御的な役割を果たすことが期待され、
新たな治療法の開発に繋がる可能性が考え
られる。 
 申請者はこれまでに化学系研究者と共同
研究を行い、その過程でハイブリッド分子
（無機化合物と有機化合物の両方の特性を
有する有機金属化合物・錯体分子）が生命科
学研究においてきわめて興味深い特性を有
していることを知った。例えば、ハイブリッ
ド分子は導入する金属によって分子の立体
構造や電子構造が大きく変化することが見
いだされている（Muranaka et al., J. Phys. 
Chem. A., 113, 464-473, 2009）。また、血管
内皮細胞に対して強い傷害性を示す有機ビ
スマス化合物のビスマス元素をアンチモン
元素に置換することにより、その毒性は劇的
に消失することを見いだした（Fujiwara et 
al., J. Health Sci., 51, 333-340, 2005）。すな
わち、ハイブリッド分子では、導入する金属
によって分子の立体構造を制御でき、それに
よって生物活性も制御できることを示唆し
ている。メタロチオネインは亜鉛などの重金
属によって誘導合成されることが知られて
いるが、申請者は無機亜鉛に比べてきわめて

高いメタロチオネイン誘導能を示す亜鉛含
有化合物もすでに見いだしている。ハイブリ
ッド分子はその分子中に金属を導入するこ
とによって特異な三次元構造を分子構造に
与えるので、生体システムの選択的・特異的
制御に優れていると考えられ、今後、ハイブ
リッド分子が生命科学を切り開く新しいツ
ールになることが強く期待されている。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、無機化合物と有機化合
物の両方の特性を有する有機金属化合物・錯
体分子（ハイブリッド分子）に着目し、メタ
ロチオネインの発現や機能を調節すること
によって、疾病の治療や予防に大きく貢献で
きる有用な機能性有機金属化合物・錯体分子
を見いだすことを目的とする。これまでの多
くの研究により、重金属をはじめとする様々
な物質やストレスなどがメタロチオネイン
の合成を誘導することが知られているが、組
織特異的に効率よくメタロチオネインを誘
導合成する低毒性な化合物はほとんど知ら
れていない。また、メタロチオネインの誘導
合成機序についても不明な点が残されてい
る。近年、申請者らは亜鉛を含有したハイブ
リッド分子ライブラリーを用いて、前述の通
り、血管内皮細胞に対してメタロチオネイン
を無機亜鉛よりも非常に効率よく誘導する
化合物を複数見いだすことに成功している。
本研究では、（１）各種培養細胞において生
体防御因子の１つであるメタロチオネイン
（MT）を効率良く誘導合成するハイブリッ
ド分子を見いだす、（２）次いで、MT誘導合
成能を有するハイブリッド分子をツールと
して活用し、新たなMT誘導機構の解明を目
指す、（３）また、実験動物を用い、個体レ
ベルでのハイブリッド分子の有用性を確認
し、動脈硬化症などの各種疾患の予防と治療
に貢献できる有用なハイブリッド分子を提
案することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）血管内皮細胞のメタロチオネイン合成
を誘導するハイブリッド分子の探索 
 はじめに、血管内皮細胞に対して効率よく
メタロチオネインを誘導合成する低毒性な
化合物をハイブリッド分子ライブラリーか
ら探索した。「ハイブリッド分子ライブラリ
ー」は、連携研究者(内山、安池、中)より供
与されたものを用いた。また、構造活性相関
を確認するために必要な新たな化合物、情報
並びにアドバイスを連携研究者より随時提
供していただいた。ヒト冠動脈血管内皮細胞
およびヒト脳毛細血管内皮細胞をコンフル
エントまで培養後、亜鉛、ビスマス、アンチ
モン、銅、マンガン、ニッケル、鉄あるいは
コバルトなどの様々な金属を含むハイブリ
ッド分子で、3、6、12または 24時間処理し、
以下の分析を行った。分析①細胞中メタロチ
オネイン mRNA 量、分析②細胞中メタロチ



オネインタンパク質量、③有機金属化合物・
錯体 分子の構造活性相関の評価、④細胞毒
性の評価。 
（２）各種培養細胞を用いたメタロチオネイ
ン合成誘導化合物の探索: 
 実験には、ヒト冠動脈血管平滑筋細胞、ヒ
ト脳毛細血管周皮細胞などを用いた。血管内
皮細胞以外の各種培養細胞を用いて、メタロ
チオネイン合成に対するハイブリッド分子
の作用を検討し、細胞選択的に効率よくメタ
ロチオネインを誘導合成する化合物を探索
した。各細胞をコンフルエントあるいは一定
時間培養後、ハイブリッド分子で、3、6、12
または 24時間処理した。その後、上記（１）
に示した分析①〜④を行った。 
（３）ハイブリッド分子によるメタロチオネ
イン誘導合成のメカニズム解明  
 最も高いメタロチオネイン誘導能が認め
られたハイブリッド分子 Cu10によるメタロ
チオネイン誘導合成のメカニズムを以下の
分析により検討した。分析①メタロチオネイ
ン誘導における Cu10 の構造活性相関、②
Cu10の細胞内蓄積量、③Cu10の重金属依存
性転写因子 MTF-1 の関与の確認、④メタロ
チオネイン遺伝子の発現に関与する転写因
子の同定。 
（４）個体レベルでのハイブリッド分子の有
用性に関する検討 
 個体レベルでの検討を行うために、野生型
マウス、ApoE 欠損マウス（動脈硬化症モデ
ルマウス）、メタロチオネイン欠損マウス及
びApoE/メタロチオネイン欠損マウスを作製
し、繁殖維持した。4 週齢の各種マウスに高
脂肪食を負荷し、経時的に胸腹部動脈を摘出
し、動脈壁の脂質沈着（動脈硬化の形成過程）
をスダン IV染色により観察し、Cu10の投与
時期並びに投与期間の検討を行った。また、
Cu10 は、難水溶性であったため、実験動物
に投与するにあたって、Cu10 の投与に適す
る溶媒の検討や可溶化剤（新規添加剤ソルプ
ラス等）の添加等の検討を行ったが、良好な
結果を得ることができず、Cu10 のマウスへ
の投与には至らなかった。 
 
４．研究成果 
 平成 24 年度は、血管内皮細胞に対して効
率良くメタロチオネインを誘導合成する低
毒性なハイブリッド分子を見いだすことを
目的に、ハイブリッド分子ライブラリーを用
いて化合物の探索研究を行い、120化合物の
中から高メタロチオネイン誘導能を有する
化合物として、ジエチルジチオカルバミン酸
銅［Cu(II)(Edtc)2］（Cu10）を見いだした。
Cu10 が高メタロチオネイン誘導能を示す処
理条件下において、Cu10 の配位子あるいは
硫酸銅の単独処理ではメタロチオネインの
発現誘導は起こらず、銅を他の金属に置換し
た化合物では、誘導効果の消失あるいは低下
が認められ、血管内皮細胞における Cu10に
よるメタロチオネイン誘導合成には、Cu10

の構造そのものが重要であることが示唆さ
れた。また、Cu10 で前処理した血管内皮細
胞では、カドミウムや亜ヒ酸による細胞毒性
が軽減されることが確認されたことから、
Cu10 によって誘導された血管内皮細胞のメ
タロチオネインが、金属毒性防御に寄与して
いることが示唆された。 
 平成 25 年度は、血管内皮細胞に対して高
メタロチオネイン誘導能を示した Cu10の関
連化合物群についてメタロチオネイン誘導
作用を検討したが、Cu10 よりも強い活性を
示す化合物を見いだすことができなかった。
また、Cu10 は血管内皮細胞だけでなく、脳
微小血管周皮細胞や冠動脈血管平滑筋細胞
に対してもメタロチオネイン誘導能を示し
たが、その程度は血管内皮細胞に対しての作
用に比べて弱かったことから、Cu10 は血管
内皮細胞に対してより強いメタロチオネイ
ン誘導を引き起こすハイブリッド分子であ
ることが示唆された。一方、Cu10 の作用発
現機構を解析したところ、メタロチオネイン
誘導能を示した他のハイブリッド分子と比
較して、Cu10 が血管内皮細胞に効率良く取
り込まれることが示された。また、Cu10 に
よるメタロチオネイン合成誘導には、重金属
応答性転写因子であるMTF-1が関与するが、
酸化ストレス応答性転写因子である Nrf2 は
関与しないことを siRNA を用いたノックダ
ウン実験により明らかにした。 
 

  
 平成 26年度では、これまでに行ってきた高
メタロチオネイン誘導能を有する低毒性な
ハイブリッド分子の探索研究を継続したが、
Cu10 よりも強い活性を示すハイブリッド分
子は見いだされなかった。また、個体レベル
での検討を行うために、4 週齢の野生型マウ
ス、ApoE 欠損マウス（動脈硬化症モデルマ
ウス）、メタロチオネイン欠損マウスおよび
ApoE/メタロチオネイン欠損マウスに高脂肪
食を負荷した際の、動脈壁の脂質沈着度合い
を観察し、高脂肪食に４週間負荷した時点で
動脈硬化巣の形成評価が可能であることを
確認した。一方、Cu10 は難水溶性であった
ため、マウスに Cu10を投与するにあたって、
Cu10 の投与に適する溶媒の検討や可溶化剤
（新規添加剤ソルプラス等）の検討を行った
が、投与のための良好な結果を得ることがで
きなかった。この点については、Cu10 の構
造を修飾し、水溶性を高めるなどの今後の更
なる検討が必要であると考えられるが、本研



究によって、Cu10 などのハイブリッド分子
が、動脈硬化症などの各種疾患の予防に向け
た有用なリード化合物になり得る可能性が
示唆された。 
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