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研究成果の概要（和文）：有害重金属の毒性発現に関連した細胞内タンパク凝集体の性状と意義を解明するた
め、凝集成分の解析では、細胞抽出用緩衝液の組成を見直すことで凝集タンパク分画の純度を改善した。また、
高分解能HPLC/Q-TOFによるショットガン解析を軸とする手法を導入し、凝集成分の同定を進めた。タンパク凝集
の形成機序に関しては、安定同位体含有アミノ酸を用いた培養細胞の代謝標識実験を導入し、時間軸の観点から
現象を分析した。この他、難溶性ポリユビキチン化タンパク質を指標としたタンパク凝集評価系の実験操作を改
善し、効率的な手法によってヒト上皮系細胞に対する有害重金属の作用を検証・分析した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate properties and significance of intracellular protein aggregates
 related to cytotoxicity of harmful heavy metals, in the analysis of aggregated components, we 
improved the purity of the aggregated protein fraction by reviewing the composition of cell 
extraction buffers. In addition, identification of aggregated components was carried out by a method
 based on shotgun analysis using high-resolution HPLC / Q-TOF. To study the formation mechanism of 
protein aggregation, we introduced the cell culture experiments using stable isotope-containing 
amino acids, and analyzed it in a time-dependent manner. Additionally, we improved the method of 
evaluation system of the protein aggregation using the hardly soluble polyubiquitinated proteins as 
an indication of cellular protein aggregation, and by this efficient method we verified and analyzed
 the effect of heavy metals on human epithelial cells.

研究分野： 生化学・細胞生物学

キーワード： 有害重金属　カドミウム　メチル水銀　タンパク凝集体　ユビキチン　ポリユビキチン　ユビキチン化
タンパク質
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
化学物質の毒性は、通常、実験動物に対す

る半数致死量や臓器・組織に対する最終的な
影響等の一般毒性で評価され、有害性の機序
は通常問われない。米国環境保護庁（EPA）
は、化学物質の毒性評価の戦略的計画として
分子生物学やゲノミクス等を活用した包括
統合的な『毒性経路に基づくリスク評価系』
の目標を 2009 年に掲げた。その後、EPA、米
国国立衛生研究所（NIH）、米国食品医薬品局
（FDA）の 3機関は、Tox21 と呼ばれる共同プ
ロジェクトを展開し、培養細胞に対する化学
物質の影響を各種指標で総合的に解析する
「新たな毒性評価」の確立を志向している。
このような動向は、動物毒性試験の削減につ
ながるとともに、毒性の発現機序の理解に役
立つため、今後の進展が期待される。このよ
うな背景から、培養細胞を活用した各種化学
物質の毒性研究は、新時代を迎えつつあると
いえよう。我々はこれまで、ヒト組織由来の
株化細胞に対するカドミウム（Cd）などの有
害重金属の曝露によって、高度にユビキチン
化された難溶性タンパク質からなるタンパ
ク凝集体が形成されることを見出してきた。
本研究では、このタンパク凝集体の性状を解
析するとともに、細胞毒性との関連性につい
て実証的に調査する。 
細胞から個体に至るまで、大半の生命現象

はタンパク質によって直接的に駆動される。
酵素、転写調節因子、受容体等、各タンパク
質が担う機能は多岐に渡るが、このようなタ
ンパク質の個性は、アミノ酸配列によって規
定される「高次構造」によるものである。一
方、様々な有機分子がひしめき合う細胞内は、
タンパク質の高次構造形成や形成後の構造
維持において、理想的な環境ではなく、不適
切なフォールディングや構造異常化による
変性さらには変性タンパク質が集積するこ
とによる凝集のリスクを抱えている。このよ
うなリスクと関連した疾患が、アルツハイマ
ー病、パーキンソン病、プリオン病といった
神経変性疾患であり、各々において特有のタ
ンパク凝集体が細胞内に蓄積し、神経細胞死
がもたらされる。一方、ヒトを含む真核生物
の細胞は、構造が異常化したタンパク質に結
合して凝集を防ぎ再生に導く各種シャペロ
ンタンパク質をもつ。また、シャペロンに認
識された異常タンパク質は、状況によってユ
ビキチン－プロテアソームシステム（UPS）
に引き渡され、一連の酵素反応によって、複
数のユビキチンが続けて付加されてユビキ
チン化される。するとプロテアソームはこの
ユビキチン鎖を認識して基質タンパク質を
分解し、異常タンパク質を排除する。 
重金属の細胞毒性とUPSには深い関係があ

る。すなわち、Jentsch のグループは、酵母
を用いて UPS が Cd 耐性に不可欠であること
を証明し、Cd曝露で生じた異常タンパク質が
毒性発現に関与し、UPS はそれを処理するこ
とで解毒を担う可能性を報告した（Nature 

361: 369-371, 1993）。その後、我々を含む
研究者により、哺乳類由来の細胞においても
同様の現象が見い出され、細胞毒性の発現過
程において細胞内タンパク質の一部が凝集
およびユビキチン化されて蓄積することも
明らかとなった。さらに我々は、様々な疾患
や細胞ストレスによって増加するユビキチ
ン化タンパク質の性状を解明するため、その
定量・分析・分画・精製・同定を目的とした
複数の実験手技を開発してきた（Eur J 
Biochem 233:42-47,1995; Biochem J 
356:199-206,2001）。また、その過程で各種
ストレスによるユビキチン含有タンパク凝
集体の蓄積現象を見出してきた（Brain Res 
620:171-173,1993; J Cereb Blood Flow Metab 
19:750-756,1999）。このような研究の経緯を
踏まえ、本研究では、有害重金属の曝露によ
って出現する細胞内タンパク凝集体の含有
成分を分析する。また、その性状と形成機序
の知見を集積し、細胞毒性との関連性を探索
する。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究から我々は、モデル細胞へ

の Cd 曝露で出現するタンパク凝集体は難溶
性ユビキチン化タンパク質を含有すること
を見い出し、この分画・精製・成分分析を進
めてきた。しかし、現在の方法では膜タンパ
ク質を中心とした難溶性の未変性タンパク
質が凝集体画分に混入するため、分析標品の
純度に問題があった。そこで抽出用緩衝液の
組成を変更するための検討が必要である。 
凝集体を構成するタンパク質成分の同定

は、変性・凝集の機序を解明する上できわめ
て重要な情報である。また、その機序には
様々な細胞内環境が影響するため、各種条件
下での同定解析を繰り返す必要がある。これ
まで我々は NanoFrontier eLD（Hitachi）を
用いた LC-MS/MS 解析を実施してきたが、利
用環境の問題から再現性の確認が不十分だ
った。そこで継続的な分析が可能な実験環境
の構築が求められる。 
有害重金属の曝露による凝集体形成には、

12～24 時間の時間経過が必要である。そのた
め、形成機序の解明には、曝露下における経
時的な分析が必要である。そこで安定同位体
含有アミノ酸を用いた培養細胞の代謝標識
法 SILAC（stable isotope labeling with 
amino acids in cell culture）を活用した
解析の導入が必要である。 
ヒト腎近位尿細管由来 HK-2 細胞を用いた

我々のこれまでの検討では、通常の培養条件
下 Cd 48 時間曝露において、ミトコンドリア
内酵素の活性を指標する細胞生存アッセイ
（WST-1 法）で求めた Cd の 50％半数影響濃
度（EC50）は約 70 M である。しかし、この
値は他の類似した方法による報告よりも高
値であるため、その妥当性を培養条件の比較
と直接的な細胞死評価法の導入によって検
証しなければならない。 



これまでの研究で我々は凝集体形成の指
標として、難溶性ユビキチン化タンパク質
（ポリユビキチン）の定量解析を用いてきた。
この方法は、細胞内タンパク質の変性・凝集
現象の比較検討に有用であるが、実施の際に
は、「培養細胞への被験物質の曝露実験」と
その後の「細胞抽出、分画、ELISA」の各操
作において試料を各専用容器に移し換える
など操作が煩雑で時間もかかる。今後、この
方法を様々な化学物質の毒性研究に広く利
用して頂くためには、一連の実験操作を見直
し、定量解析系全体の効率化・標準化が必要
である。 
 
３．研究の方法 
(1) 凝集体分画法の改変 
通常の培養条件下でHK-2細胞を0～280 M 

Cd に 24 時間曝露させた。その後、細胞を回
収し、1% Triton X-100 含有緩衝液中で超音
波処理することで膜タンパク質を可溶化し
た。次いで遠心分離によって、上清の Triton
可溶性画分と沈殿の Triton 不溶性画分に分
離し、後者はさらに 2% SDS 含有緩衝液を用
いて可溶化し、Triton 不溶性の難溶性タンパ
ク質画分として回収した。その後、前処理を
経て、各試料のポリユビキチン量を ELISA
（Eur J Biochem 233:42-7, 1995）を用いて
測定した。 
(2) 質量分析による構成成分の同定 
 研究開始時から使用してきた早稲田大学
の LC-MS/MS（NanoFrontier eLD）に加えて東
京慈恵会医科大学・総合医科学研究センター
に設置された HPLC/UHR-ESI-Q-TOF システム
（MaXis 3G, Bruker）を用いたショットガン
解析および安定同位体ピーク比の解析を実
施した。 
(3) SILAC を用いた凝集体形成機序の解析 
 SILAC法のプロトコールに準じてHK-2細胞
を 13C 含有アミノ酸（13C-Arg, 13C-Lys）含有
培地で一定時間培養し、新規合成タンパク質
に安定同位体 13C を取り込ませてから、半致
死的な EC50相当の Cd に 12 時間または 24 時
間曝露後、細胞を回収した。次いで 1% Triton 
X-100 含有緩衝液を用いた上述の方法で細胞
を抽出・分画し、Triton 可溶性および不溶性
の各画分を調製した。次いで元素分析/同位
体比質量分析計を用いて、各画分の 13C/12C 比
を分析した。 
(4) Cd 曝露による細胞死の検証 
 CdのHK-2細胞に対する毒性評価において、
他の報告では培地中の牛胎児血清（FBS）濃
度が低い傾向が認められるため、FBS 濃度が
細胞毒性に及ぼす影響を検討した。すなわち、
10, 5および 0.1%の FBS含有培地を用いた培
養条件下において、HK-2 細胞に対する Cd の
細胞毒性を WST-1 法で評価した。 
 WST-1 法で求めた EC50が本当に細胞死を反
映したものであるかを検証するため、48時間
の Cd曝露後の HK-2 細胞をトリプシン処理に
より培養容器から回収して試験管に移し、死

細胞に取り込まれる核酸染色色素 PI
（propidium iodide）と蛍光顕微鏡を用いて
直接死細胞を計数した。 
(5) 凝集タンパク成分の定量解析の効率化 
 有害重金属などの化学物質の曝露による
細胞内タンパク凝集体の定量解析は、①培養
細胞への曝露実験、②細胞の回収、抽出、分
画、③凝集タンパク成分の測定といった 3段
階で構成される。そこで 96 穴マイクロプレ
ートを用いて①の実験を行い、次に培地除去
後、同プレートと専用遠心機を用いて②の抽
出と分画を迅速に進め、③の測定に用いる試
料を効率的に調製した。 
 
４．研究成果 
(1) 凝集体分画法の改変 
 24時間のCd曝露後に回収したHK-2細胞か
ら Triton 可溶性画分と Triton 不溶性画分を
調製し、ポリユビキチン（ユビキチン化タン
パク質）を定量したところ、半致死的な Cd
曝露によって誘導されるポリユビキチン量
の増加は後者（Triton 不溶性画分）において
のみ認められた（図１）。この結果から、膜
タンパク質を可溶化する Triton の添加は難
溶性ユビキチン化タンパク質の分画・回収に
影響を与えず、凝集体タンパク画分の純度の
改善に有用である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 1 Triton X-100 含有抽出液を用いたタ

ンパク質分画法の検証． 
 
(2) 質量分析による構成成分の同定 
 Maxis 3G を用いた LC-MS/MS のショットガ
ン解析によって、HK-2 細胞に対する Cd 曝露
によって不溶化する複数のタンパク質候補
が同定された。また、これら候補分子の構成
は、曝露時間に依存して変化する傾向が認め
られた。これらの分子が変性・凝集に至る経
路と細胞毒性との因果関係が今後の研究課
題である。 
 
(3) SILAC を用いた凝集体形成機序の解析 
 HK2 細胞に対する 12 時間の半致死性 Cd 曝
露では、標識時間の長短にかかわらず、
Triton可溶性および不溶性の両画分の 13C/12C
比に有意差を認めなかった（図 2）。この安定
同位体比は 13C 含有アミノ酸を取り込んだ新
生タンパク質の量を反映するため、この曝露
条件で変性・凝集するタンパク質は、Triton
可溶性の未変性タンパク質と同程度の割合



で新生タンパク質を含むと推定される。一方、
24 時間の曝露では、Triton 不溶性画分の
13C/12C 比の方が Triton 可溶性画分のものよ
りも有意に低値を示した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 安定同位体含有アミノ酸を用いた検討：

各タンパク質分画の代謝標識率． 
 
これらの結果から、Cd 曝露時間の延長に伴い、
新生タンパク質よりも既存の細胞内タンパ
ク質の変性・凝集傾向が強まることが示唆さ
れた。 
 
(4) Cd 曝露による細胞死の検証 
 培地中の FBS 濃度を通常使用する 10%から
5%および 0.1%まで減少させたところ、HK-2
細胞のCd耐性は、FBS濃度依存性に損なわれ、
0.1% FBS 条件下の 48 時間曝露実験での EC50

は約 10 M まで低下した（図 3）。この結果か
ら、血清には Cd 毒性を低減する保護作用が
認められた。この結果から、Cd の細胞毒性を
培養細胞で評価・検証する場合、FBS の濃度
は留意すべき基本条件であることが明確と
なった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 カドミウムの細胞毒性に対する培地成

分 FBS 濃度の影響． 
 
 10% FBS 含有培地を用いた一般的な培養条
件において、HK-2 細胞に各種濃度の Cd を 48
時間曝露させたところ、PI染色で検出させる
細胞死は 70 M 以上の Cd 曝露で顕著に増加
した（図 4）。この結果は、WST-1 法によって
見積もられてきた Cd の EC50値（約 70 M）と
一致しており、従来の知見の妥当性が裏づけ
られた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 有害重金属 Cd の細胞毒性：PI染色に

よる細胞死の評価． 
 
(5) 凝集タンパク成分の定量解析の効率化 
 有害重金属による細胞内タンパク質の変
性・凝集現象の本質を理解するには、様々な
化学物質と各種細胞の組合せによるデータ
の集積が不可欠である。そのため、複雑な一
連の実験手技を見直し、96穴マイクロプレー
トに播種した細胞を軸とした効率的な定量
解析法を確立した。この方法を Cd と HK-2 細
胞の組合せで検証したところ、これまでと同
様の結果が得られた（データ省略）。そこで
新たにヒト網膜色素上皮由来RPE-1細胞を用
い、Cd とメチル水銀（MeHg）の作用を検証し
たところ、両有害重金属は半致死性の曝露濃
度域において、Triton 不溶性画分のポリユビ
キチン化タンパク質を増加させた（図 5）。こ
れらの結果から、Cd とメチル水銀は、これら
のヒト上皮系細胞に対して細胞内タンパク
質の変性・凝集作用をもつことが明らかとな
った。今後、ポリユビキチン測定用 ELISA を
含めた実験系全体の効率・迅速化をさらに推
し進め、広範な組合せによる分析を展開する
計画である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 有害重金属による RPE-1 細胞のタンパ

ク凝集作用：マイクロプレートを用い
た効率的評価系での分析． 
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