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研究成果の概要（和文）：小胞体関連蛋白質分解系（ERAD）によって分解される蛋白質（基質）のレベルはプロテアソ
ーム阻害剤の処理によって増加するが、そのレベルはカドミウムの処理時でも増加した。カドミウムによるERAD基質量
の増加はプロテアソーム阻害剤の存在下ではほとんど認められなかった。ERAD関連因子の発現を抑制したところ、ERAD
基質量は増加し、それに伴ってBiPおよびCHOPのレベルも上昇した。また、カドミウム以外の小胞体ストレス誘導剤で
細胞を処理してもERAD基質量はほとんど変動しなかった。これらのことは、カドミウムがERAD基質を細胞内に蓄積させ
ることによって小胞体ストレスを誘導していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanisms underlying cadmium induced ER stress are not clearly unde
rstood. The levels of ERAD substrate were significantly increased by cadmium treatment, and were also incr
eased by proteasome inhibitor treatment. However, the accumulation of ERAD substrates by cadmium was hardl
y accepted in cells treated with MG132. When the ERAD system was inhibited, levels of ER stress markers su
ch as BiP and CHOP were significantly increased. ER stress-inducing agents such as tunicamycin, thapsigarg
in and dithiothreitol did not affect the levels of ERAD substrates. We conclude that cadmium may induce ER
 stress by inhibition of the function of the ERAD system and repression of the degradation of misfolded pr
otein.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 カドミウムはイタイイタイ病の原因物質
として知られており、その健康被害が世界的
に懸念されている。カドミウムによる細胞毒
性に小胞体ストレスが深く関与しているが、
そのストレス誘導に関わる分子機構はほと
んど不明である。我々は、多くの小胞体スト
レス関連因子がその発現抑制によってヒト
胎児腎由来 HEK293 細胞に高いカドミウム
感受性を与えることを見出している。同定さ
れた小胞体ストレス関連因子の中には、小胞
体内で生じたミスフォールド蛋白質の除去
機構として機能する小胞体関連分解系（以下
ERADと略する）に関与する因子が多く含ま
れていた。このことは、カドミウムによる小
胞体ストレス誘導に ERAD が何らかの形で
関与している可能性を示唆するものである。
本研究の成果はカドミウム毒性発現機構の
解明にとどまらず、新しい細胞機能の発見に
もつながるものと期待される。 
 
２．研究の目的 
 カドミウムによる小胞体ストレス誘導と
ERAD との関わりを詳細に検討することに
よって、カドミウムによる小胞体ストレス誘
導に関わる新規分子機構を明らかにするこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞のカドミウムに対する感受性の検
討 
 HEK293 細胞を剥がし、2.5×105 cells/ 2.3 
ml D`MEM (10% FBS)となるように細胞数を合
わせ、そこに transfection complex (OptiMEM 
94 µl に FBXO6 遺伝子をターゲットする二種
の 4 µM siRNAを 3 µlずつ添加し、12 µlの
HiPerFect transfection reagent を入れた後、
15 分以上インキュベートした)を添加し、2、
3回転倒混合させた後、10 分室温でインキュ
ベートした。その後、2.1 ml の D`MEM を加え、
96-well plate に 5×103 cells / 90 µl /well
となるように添加し、48時間、37℃、5% CO2
で培養後、塩化カドミウムを 10 µlずつ添加
した。さらに 48 時間、37℃、5% CO2で培養し
た後、培地を取り除き、Alarma Blue 10%を
含む D`MEM を 75 µl を加え約 2 時間、37℃、
5% CO2で培養後、蛍光プレートリーダーで蛍
光測定した。(excitation 544 nM, emission 
590 nM) 
 
（２）細胞へのプラスミド導入 
 5×105 cellsのHEK293細胞を2 mlのD`MEM 
( - penicillin /streptomycin)で 6-well 
plate に播種し、24 時間、37℃、5% CO2 で培
養後、transfetion comeplex 500 µl ( 240 µl 
OptiMEM に Lipofectamine 2000 10 µlを混合
し 5 分室温でインキュベートした後、DNA 1 
µg と OptiMEN 250 µl を混合したものを合わ
せ、15 分間室温でインキュウベートして調整
した。)を添加して、6 時間、37℃、5% CO2

で培養後、2 ml の D`MEM ( + penicillin/ 
streptomycin)で置換し、24 時間、5% CO2で
培養した。 
 
（３）蛋白質の抽出 
 6-well plate に 5×105 cell / 1.8 ml と
なるようHEK293細胞を播種し、24時間、37℃、
5% CO2で培養後、200 µl/well のカドミウム
(15〜45 µM)を入れ、37℃、5% CO2で培養した。
その後、培地を除去し、一度 1×PBS で wash
し、その後 0.5% NP40 buffer を 200 µl / well
加え、氷上で粘性が弱くなるまでピペッティ
ングを行い、回収した。その後 15 分間氷上
でインキュベートした後、20,000×g、15 分、
4℃で遠心し、その上清を cell lysate とし
た。DC protein assay kit を用いて蛋白質を
定量した後、蛋白質量が一定となるように減
菌蒸留水と 4×sample buffer で希釈した。5
分間 100℃加熱し、SDS-PAGE 用サンプルとし
た。 
 
（４）イムノブロッティング 
 Transfer 後 の membrane を blocking 
solution (5 % スキムミルク、20 mM Tri-HCl 
(pH 7.5)、150 mM NaCl)で 3 回、それぞれ 10
分間振揺して洗浄した後に、二次抗体に浸し
1 時間振揺した。その後再び washing 
solution (0.5 % スキムミルク、20 mM 
Tri-HCl(pH 7.5)、150 mM NaCl)で 3 回、そ
れぞれ 10 分間振揺して洗浄した後に、
Immobilon Western を用いて化学発光させ、
Versa Doc Model 5000 により検出した。 
 
（５）免疫沈降 
 0.5% NP40 lysis buffer (50 mM Tris-HCl 
pH7.4、150 mM NaCl、2 mM MgCl2、0.5% NP40、
protease inhibitor cocktail )で蛋白質を
抽出した後、DC protein assay kit を用いて
総蛋白質量を定量後、総蛋白質量が一定で、
0.5% NP40 lysis buffer で希釈した。あらか
じめ 3 回洗浄ししておいた anti-Flag M2 
affinity gel を加え、4℃で 3 時間以上
incubate した。Beads を洗浄後、beads と 0.5% 
NP40 lysis buffer を合わせて 30 µl となる
ように 0.5% NP40 lysis buffer を加え、更
に 2×sample buffer(12.5%濃縮ゲル調製用 
buffer 、 10% glycerol 、 2% SDS 、 5% 
2-mecaptoethanol、0.05% bromophenol blue)
を加えた。100℃で 5 分間加熱し、SDS-PAGE
用サンプルとした。 
 
（６）PNGase 活性の測定  
 Flag-TCR αプラスミドを導入した HEK293
細胞に 0.5% NP40 lysis buffer を加え、cell 
lysate を取った。その後、 4× sample 
buffer(25%濃縮ゲル調製用 buffer、20% 
glycerol、4% SDS、10% 2-mecaptoethanol、
0.1% bromophenol blue)と合わせて cell 
lysate 100 µg / 100 µl とし、100℃で 5 分
間 incubate した後、そこにカドミウムおよ



び PNGase F 1 µl (500 U)を加え、37℃で更
に 1時間 incubate した。その後、100 ℃ で
5 分間加熱し、SDS-PAGE 用サンプルとした。 
 
（７）細胞内で脱糖鎖された TCRαレベルの
測定  
  Flag-TCRαプラスミドを導入した HEK293
細胞 (5×105 cells / well) を 6-well plate 
に播き、24 時間インキュベートした後に、
cycloheximide (100 μg/ml) で 3 時間処理
した。その後、新しい培地に交換し、MG132 (10 
µM)とカドミウム(30 µM)を入れ、0、8、10、
12 時間インキュベートした後に、0.5% NP40 
lysis buffer を加え cell lysate を取って、
イムノブロッティングを行った。 
 
４．研究成果 
（１）カドミウムが ERAD 機能に与える影響 
 カドミウムが ERAD の機能に与える影響を
検討するために、ERAD によって分解される基
質蛋白質である NHK および TCRαの細胞内レ
ベルを調べた。その結果、カドミウムはこれ
ら蛋白質のレベルを共に濃度依存的に増加
させた。このことから、カドミウムが ERAD
基質の分解を抑制する可能性が示唆された。
そこで、蛋白質合成阻害剤であるシクロヘキ
シミド（CHX）処理により、TCRαおよび NHK
の生合成を止めた状態で、カドミウムが NHK
および TCRαの分解速度に与える影響を検討
した。その結果、カドミウム処理によって
ERAD 基質である NHKおよび TCRαの分解速度
の遅延が認められた。このことは、カドミウ
ムが ERAD 機能を抑制することを強く支持し
ている。カドミウムによる ERAD 基質 NHK お
よび TCRαレベルの上昇にプロテアソーム分
解系が関与することを確認するために、プロ
テアソーム阻害剤であるMG132の処理がカド
ミウムによる NHK および TCRαレベルの上昇
に与える影響を検討した。その結果、TCRα
および NHKの細胞内レベルの MG132 処理によ
る著しい増加が観察された。しかし、MG132
存在下ではカドミウム処理をしても TCRαお
よびNHKのレベルはそれ以上はほとんど増加
しなかった。このことは、TCRαおよび NHK
が主にプロテアソームで分解されており、こ
の分解系がカドミウムによる ERAD 基質レベ
ルの増加に関与していることを示唆してい
る。 
 
（２）ERAD の機能阻害が小胞体ストレスの誘
導に与える影響 
 カドミウムが ERAD 機能を抑制することに
よって小胞体ストレスを誘発している可能
性が示唆された。そこで、ERAD の機能阻害が
小胞体ストレスの誘導に与える影響を検討
した。VCP 複合体は ERAD 基質を小胞体から細
胞質側へ引き出す機能を担っていることが
知られている。このVCPの機能を抑制すると、
ERAD 基質が小胞体から細胞質側への輸送が
できず、小胞体内に蓄積することによって小

胞体ストレスが誘導されると予想される。そ
こで、VCP の発現抑制が小胞体ストレスマー
カー蛋白質である BIP および CHOP のレベル
に与える影響を検討した。その結果、VCP の
発現抑制によって TCRαのレベルが上昇し、
同時に BIP および CHOP のレベルも増加する
ことが確認された。また、プロテアソーム阻
害剤である MG132 処理によっても、VCP 発現
抑制時と同様の結果が得られた。このことは、
ERAD 基質の細胞質側での分解が抑制される
ことによって小胞体ストレスが誘導される
可能性を示している。 
 
（３）種々の小胞体ストレス誘導剤が TCRα
または NHK の細胞内レベルに与える影響 
 Dithiothreitol（DTT）はジスルフィド結
合の破壊作用を、thapsigargin（TG）は小胞
体内カルシウムの恒常性を乱す作用を、
tunicamycin（TM）は蛋白質の糖鎖付加の阻
害作用を持ち、いずれも小胞体ストレスを誘
導することが知られている。しかし、これら
の小胞体ストレス誘導剤が ERAD 機能に与え
る影響は不明である。そこで、カドミウム以
外の小胞体ストレス誘導剤が ERAD の機能に
与える影響を検討するために、これらの小胞
体ストレス誘導剤処理が TCRαまたは NHK の
細胞内レベルに与える影響を検討した。その
結果、カドミウム処理は NHK および TCRαレ
ベルを顕著に上昇させたのに対し、小胞体ス
トレス誘導剤 DTT、TG または TM で処理した
際には小胞体ストレスマーカーである CHOP
のレベルは著しく増加したにもかかわらず
NHK レベルはほとんど影響を受けず、TCRαの
レベルが TG 処理によって僅かに増加したの
みであった。 
 
（４）カドミウムによる ERAD 機能阻害に関
わる分子機構 
 ERAD は小胞体内で生じたミスフォールド
蛋白質の分解系であり、以下の五つのステッ
プで構成されている。ミスフォールドされた
蛋白質は、①ユビキチン化酵素によってユビ
キチン化され、②VCP 複合体によって小胞体
から細胞質側へ引き出される。その後、③脱
糖鎖酵素によって脱糖鎖され、④プロテアソ
ームへリクルートされた後に、⑤プロテアソ
ームによって分解される。そこで、カドミウ
ムの ERAD 機能阻害作用に関わる分子機構を
解明するために、カドミウムが ERAD の各ス
テップに与える影響を検討した。その結果、
カドミウムはERAD基質蛋白質であるTCRαユ
ビキチン化、小胞体から細胞質側への引き出
し、プロテアソームへのリクルートおよびプ
ロテアソーム活性には影響を与えなかった。 
 細胞質側に引き出された基質蛋白質がプ
ロテアソームで分解されるためには、蛋白質
に付いている糖鎖が解離される必要がある。
そこで、カドミウム処理が細胞内で脱糖鎖さ
れた ERAD 基質のレベルに与える影響を検討
した。Flag-TCRα プラスミドを導入した細



胞を、まず、蛋白質合成阻害剤である CHX で
3 時間処理し、細胞内の TCRαが十分に分解
されるまで培養した後に、新しい培地に交換
した。そして、MG132 添加によって TCRαの
分解を止めた状態で、新しく生成された TCR
αに付いている糖鎖の解離にカドミウムが
与える影響を検討した。その結果、カドミウ
ム非存在下では、上の糖鎖修飾を受けている
TCRαのレベルが増加すると共に、脱糖鎖に
よって糖鎖がついていない TCRαのレベルも
顕著に増加した。一方、カドミウム 30 uM で
処理することによって下の糖鎖がついてい
ない TCRαのレベルがカドミウム未処理時に
比べて低下した。このことから、カドミウム
は ERAD 基質の脱糖鎖反応を抑制すると考え
られる。 
 
（５）カドミウムが PNGase の活性に与える
影響 
 小胞体内から細胞質側に引き出された基
質蛋白質がプロテアソームで分解されるた
めには、脱糖鎖酵素である PNGase によって
蛋白質の糖鎖が解離される必要があるとい
う報告がある。そこで、カドミウム処理が
PNGase の活性に与える影響を検討した。試験
管内でカドミウム存在下また非存在下で、
Flag-TCRαを含む cell lyasate と PNGase を
混ぜて、37 度で 30 分間 incubate した後に、
イムノブロッティングを行った。その結果、
PNGase を添加していない場合は、TCRαは主
に四本の糖鎖が付いている形で存在してい
たが、そこに脱糖鎖酵素 PNGase を添加する
と TCRαから糖鎖が解離し、バンドが下にシ
フトして、主に糖鎖１本または糖鎖が付いて
いない形になった。一方、カドミウムを
PNGase と同時に添加すると、PNGase による
TCRαの脱糖鎖が一部抑制され、糖鎖が 3 本
ついている TCRαのバンドが検出されると共
に、1 本の糖鎖が付いている TCRαのバンド
が減少し、2 本の糖鎖が付いているバンドが
著しく増加した。この結果はカドミウムが
PNGase の活性を抑制することを示している。 
 
（６）PNGase の高発現が細胞のカドミウム感
受性に与える影響 
 カドミウムが脱糖鎖酵素 PNGase の活性を
抑制することによって ER ストレスを誘導し
ている可能性が示唆された。そこで、PNGase
の C 末端に myc タグを融合した PNGase-myc
プラスミドをHEK293細胞に導入して、PNGase
の高発現が同細胞のカドミウム感受性に与
える影響を調べたところ、PNGase を発現させ
た細胞はカドミウムに対して顕著な耐性を
示した。以上のことから、カドミウムは
PNGase の活性を抑制することによって小胞
体ストレスを引き起こし、細胞毒性を増強す
ると考えられる。 
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