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研究成果の概要（和文）：毒性金属カドミウムは、近位尿細管細胞のNotch1シグナル伝達経路を活性化し、その
結果生じるE-カドヘリン発現抑制因子Snailの発現誘導が細胞間接着を障害して、細胞障害を引き起こす。ま
た、カドミウムによるNotch1シグナル活性化は、肺癌細胞の増殖および悪性形質変化に関わる。小胞体ストレス
軽減剤サルブリナルは、毒性金属など有害物質による細胞障害を抑制する。線虫およびゼブラフィッシュは、毒
性金属や神経毒性物質による小胞体ストレス応答解析のモデル生物として有用である。他の有害化学物質（フッ
素、銀ナノ粒子、アクリルアミド）による毒性発現に関わる細胞内シグナル伝達系への影響も認められた。

研究成果の概要（英文）：The toxic metal, cadmium, induces the activation of Notch1 signaling in 
renal proximal tubular cells and the resultant expression of Snail, a repressor of E-cadherin 
expression, leads to cellular damage by decreasing cell-cell adhesion.  Cadmium-induced activation 
of Notch1 signaling also plays a role in the proliferation and malignant progression of lung cancer 
cells.  Endoplasmic reticulum (ER) stress inhibitor salubrinal can protect cells from the damage 
induced by a wide range of xenotoxicants including toxic metals.  Caenorhabditis elegans and 
zebrafish are a useful model for the analysis of the toxic metal or neurotoxic chemical-induced ER 
stress responses.  In addition, effects of other toxic chemicals, including fluoride, silver 
nanoparticle, and acrylamide, on the intracellular signaling pathways responsible for their 
cytotoxicity were revealed in this study.

研究分野：環境衛生学、分子毒性学
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１．研究開始当初の背景 
 生体は、物理化学的ストレスや生物的スト
レスなどによる環境変化に対して、多彩なシ
グナル伝達機構を介して、環境応答・適応し、
恒常性を維持しようとする。このストレスシ
グナル伝達機構は、ストレス感知（センシン
グ）、シグナル伝達経路活性化（シグナリン
グ）、ストレス応答（レスポンス）から成り、
各段階における分子機構を解明することが
重要である。近年、このストレスシグナル伝
達機構の破綻が、神経変性疾患、代謝性疾患
や癌など多彩な疾患の原因となりうること
が明らかになっている。一方、代表的な環境
汚染物質である重金属の曝露においても、ス
トレスシグナル伝達機構が細胞毒性発現、特
に細胞の生存と死の決定、に重要な役割を果
す可能性があるものの、その分子基盤につい
てはこれまでに十分に解明されていない。 
 細胞の生存と死を制御する重要なシグナ
ル 伝 達 経 路 と し て 、 MAP キ ナ ー ゼ
（mitogen-activated protein kinase）カスケ
ードと小胞体ストレス応答（ unfolded 
protein response）が挙げられる。セリン/ス
レオニンキナーゼである MAPキナーゼは、
extracellular signal-regulated protein 
kinase（ERK）、c-Jun NH2-terminal kinase
（JNK）と p38の 3つの主要なサブファミリ
ーからなり、その活性化は転写調節因子リン
酸化を介した標的遺伝子の発現誘導をもた
らし、細胞増殖・分化およびアポトーシスな
どの多様な細胞応答を引き起こす。一方、小
胞体ストレス応答では、蛋白質の品質管理を
担う小胞体内に異常な折り畳み構造を持つ
蛋白質が蓄積すると、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アポト
ーシスが生じる。 
 申請者らは、これまでに、このストレスシ
グナル伝達機構に着目し、代表的な環境汚染
重金属であるカドミウム、無機水銀およびト
リブチルスズを曝露した各標的細胞におい
て、MAP キナーゼカスケードが活性化され
ることを報告してきた（Biochem Biophys 
Res Commun 1998; Biochem Pharmacol 
2000; Toxicol Sci 2000; Toxicol Appl 
Pharmacol 2004; Toxicol Lett 2004; 
Environ Toxicol Pharmacol 2007; J Cell 
Biochem 2008; Toxicol Appl Pharmacol 
2011）。また、重金属曝露による小胞体シャ
ペ ロ ン 分 子 Grp78 お よ び 転 写 因 子
GADD153（CHOP）の発現誘導も明らかに
し た （ Environ Health Perspect 2006; 
Environ Toxicol Pharmacol 2009）。さらに、
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、化学物質サルブリナルを用い
て小胞体ストレス応答を抑制すると、MAP
キナーゼ活性化とアポトーシスが共に抑制
されることを見出した（Arch Toxicol 2012）。
この結果は、小胞体が重金属曝露ストレスセ

ンサーとなり、小胞体ストレス応答と MAP
キナーゼカスケードとの相互作用（クロスト
ーク）により、毒性金属曝露細胞の生存と死
が決定されることを示唆している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、毒性元素（カドミウム、フッ
素）、金属ナノ粒子や神経毒性物質（アクリ
ルアミド）を曝露した細胞における小胞体ス
トレス応答に加えて、他のストレスシグナル
伝達経路、その MAPキナーゼカスケードと
の相互作用の解析、そして、細胞の生存と死
を決定するシグナル伝達経路および分子を
同定する。さらに、ゼブラフィッシュおよび
線虫をモデル動物とし、個体レベルでの毒性
金属・有害化学物質曝露に対する細胞の生存
と死を決定するシグナル伝達機構の毒性学
的意義を明らかにする。そこで、（１）小胞
体ストレス応答と細胞死、（２）毒性金属に
応答するシグナル伝達系の機能、（３）金属
ナノ粒子によるリソソーム機能障害、（４）
モデル生物を用いた個体レベルでの小胞体
ストレス応答、について研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）神経毒性物質アクリルアミドによる小
胞体ストレス応答を介した細胞死 
 アクリルアミドモノマーを曝露したヒト
神経芽細胞腫SH-SY5Y細胞における小胞体ス
トレス応答分子とアポトーシス誘導因子を
ウェスタンブロット、逆転写 PCR またはリア
ルタイム PCR 法にて測定する。また、細胞死
を WST-8 アッセイ、アポトーシスを TUNEL 法
および切断型 PARP レベルにより測定する。
さらに、活性酸素種除去剤および小胞体スト
レス軽減剤を処理したSH-SY5Y細胞における
アクリルアミドによる細胞死およびアポト
ーシスを評価する。 
 
（２）カドミウムによる Notch1 経路を介し
た細胞死 
 塩化カドミウムを曝露した HK-2 ヒト近位
尿細管由来上皮細胞における Notch1 シグナ
ル伝達系関連分子と E-カドヘリンレベルを
ウェスタンブロットにて測定する。また、細
胞死をトリパンブルー色素排除アッセイに
より定量する。さらに、Notch1、Notch1 リガ
ンドおよび Snail ノックダウン HK-2 細胞と
γ-セクレターゼ阻害剤を処理したHK-2細胞
におけるカドミウムによる細胞障害の形態
学的観察および細胞死の定量を行う。カドミ
ウム曝露による Notch1 経路活性化を A549 ヒ
ト肺胞上皮腺癌細胞、SH-SY5Y 細胞、HepG2
ヒト肝癌由来細胞株でも検討する。 
 
（３）カドミウムによる Notch1 シグナル経
路を介した細胞増殖・悪性形質変化 
 塩化カドミウムを長期間（10 週間）曝露し
た A549 細胞における上皮間葉転換に関連す
る分子と Notch1 シグナル伝達系関連分子レ



ベルをウェスタンブロットにて測定する。細
胞死をトリパンブルー色素排除アッセイに
より定量する。また、細胞増殖（スクラッチ
アッセイほか）、ストレスファイバーの形成
や抗癌剤（シスプラチン）抵抗性を測定する。
Notch1 ノックダウン A549 細胞におけるカド
ミウムによる上皮間葉転換による上記項目
の変化を評価する。 
 
（４）カドミウムによる SGK1 経路を介した
細胞応答 
 塩化カドミウムを HK-2 細胞に曝露し、血
清グルココルチコイド誘導性プロテインキ
ナーゼ（SGK1、SGK2、SGK3）および SGK1 の
基質である N-myc 下流制御遺伝子１（N-myc 
downstream regulated 1、NDRG1）の発現お
よびそのリン酸化レベルをウェスタンブロ
ットにより定量する。SGK1 特異的阻害剤
EMD638683 および SGK1 siRNA を用いて、SGK1
発現の生理機能についても検討する。 
 
（５）MAP キナーゼ活性化/c-Fos 発現の骨毒
性発現における役割 
 フッ化ナトリウムを曝露した MC3T3-E1 マ
ウス骨芽細胞における Fos ファミリー蛋白
（c-Fos、FosB、Fra-1、Fra-2）の発現レベ
ルをウェスタンブロットにより定量する。
Fos ファミリー蛋白の上流キナーゼである
MAP キナーゼ（ERK1/2、ERK5、JNK、p38）に
特異的な阻害剤処理を行い、Fos 蛋白の発現
を制御するキナーゼを明らかにする。次に、
RNA 干渉により Fos 遺伝子を抑制し、Fos 蛋
白の発現と AP-1 活性化の関連について評価
する。また、PCR アレイを用いて、フッ化ナ
トリウムによる細胞毒性に関わる遺伝子群
において、Fos が発現に関与している標的遺
伝子を見出し、その毒性学的意義を検討する。 
 
（６）金属ナノ粒子によるリソソーム機能障
害とオートファジー阻害 
 20 nm サイズの銀ナノ粒子とリソソーム内
への H+流入を制御する vacuole-ATPase の阻
害剤バフィロマイシン A1をそれぞれ 24時間、
A549 細胞に曝露した後、細胞毒性を WST-8 ア
ッセイで評価する。リソソーム、核、ミトコ
ンドリアをオルガネラマーカーで蛍光標識
し、銀ナノ粒子の細胞内分布を共焦点レーザ
ー顕微鏡で観察する。細胞内の銀ナノ粒子を
ICP-MS で分離定量する。 
 
（７）モデル生物を用いた個体レベルでの小
胞体ストレス応答 
 ゼブラフィッシュ幼生を用いたアクリル
アミドによる小胞体ストレス応答を上記
（１）と同様に評価する。また、線虫を用い
たカドミウムによる小胞体ストレス応答を
介する生育影響では、小胞体ストレス応答分
子機能欠損変異体におけるカドミウム曝露
による生育阻害を野生型個体と実体顕微鏡
下で比較定量化する。 

 
４．研究成果 
（１）小胞体ストレス応答と細胞死 
① 小胞体ストレス軽減剤サルブリナルによ
る細胞死抑制 
 化学物質サルブリナルは、転写開始因子
eIF2αの脱リン酸化抑制により、小胞体スト
レスによる細胞死を抑制することが知られ
ている。そこで、毒性（半）金属（カドミウ
ム、ヒ素）および他の環境汚染化学物質や薬
剤による細胞死に対するサルブリナルの効
果とその機序について文献レビューした。そ
の結果、サルブリナルは小胞体ストレス応答
UPR の PERK/eIF2 α経路のみならず、
IRE1/TRAF2 経路を介した細胞死抑制効果を
有することを示した。本研究成果は、
International Journal of Molecular 
Sciences 誌に論文発表した（2015 年）。 
 
② 神経毒性物質アクリルアミドによる小胞
体ストレス応答を介した細胞死 
 これまでに、環境汚染化合物トリブチルス
ズの曝露により、神経細胞において小胞体ス
トレス応答が生じることを明らかにした
（Environ Toxicol Pharmacol 2009）。そこ
で、本研究では、代表的な神経毒性物質であ
るアクリルアミドを曝露したSH-SY5Y細胞に
おいて、小胞体ストレス応答経路のうち
PERK-eIF2α経路が活性化すること、アポト
ーシス誘導因子 CHOP の発現亢進とアポトー
シスが誘導されることを認めた。また、活性
酸素種除去剤 N-アセチルシステインおよび
小胞体ストレス軽減剤 4-フェニルブチル酸
により、アクリルアミドによる神経細胞死が
抑制された。アクリルアミド曝露により、酸
化ストレスによる小胞体ストレス応答を介
して、アポトーシスが誘導されることを示し
た。本研究成果は、Toxicology and Applied 
Pharmacology 誌に論文発表した（2016 年）。 
 
（２）カドミウムストレスに応答するシグナ
ル伝達系の機能 
① カドミウムによるNotch1経路を介した細
胞死 
 カドミウム曝露HK-2細胞において、Notch1
受容体が切断された結果生じる細胞内ドメ
インの NICD レベルは上昇し、核内に蓄積し
た。Notch1 ノックダウンおよびγ-セクレタ
ーゼ阻害剤は、カドミウム曝露細胞の形態変
化と生存率の低下を抑制した。Notch1 受容体
のリガンドである Jagged1 および Jagged2 の
ノックダウンは、カドミウム曝露による細胞
障害を抑制した。Notch1 発現抑制は、カドミ
ウム曝露による E-カドヘリン発現の低下と
Snail 発現の上昇を抑制した。Snail ノック
ダウンは、カドミウム曝露による E-カドヘリ
ン発現の低下と細胞障害を抑制した。カドミ
ウムは HK-2 細胞の Notch1 シグナル伝達経路
を活性化し、その結果生じる E-カドヘリン発
現抑制因子であるSnailの発現誘導が細胞間



接着を障害することにより、細胞障害を引き
起こすと考えられた。さらに、カドミウム曝
露による Notch1 経路活性化が HK-2 細胞のほ
か、A549 細胞、SH-SY5Y 細胞、HepG2 細胞で
も生じることを明らかにした。本研究成果は、
Cell Death & Disease誌に論文発表した（2014
年）。 
 
② カドミウムによるNotch1シグナル経路を
介した肺癌細胞増殖・悪性形質変化 
 カドミウムは、肺癌の発症へ関与すること
が実験的および疫学的研究から示唆されて
いる。カドミウムを曝露したA549細胞では、
上皮間葉転換、ストレスファイバーの形成や
抗癌剤に対する抵抗性が認められた。また、
Notch1活性化型であるNotch1-ICDの発現量、
Notch1の下流標的転写因子であるSnailおよ
び Slug の発現量が上昇した。さらに、Notch1
を siRNA により機能阻害すると、カドミウム
曝露による上記の影響が抑制された。カドミ
ウム曝露による Notch1 シグナル伝達経路活
性化が肺癌細胞の増殖および悪性形質変化
に関わっていることを明らかにした。本研究
成 果 は 、 The Journal of Biological 
Chemistry 誌に論文発表した（2017 年）。 
 
③ カドミウムによるSGK1経路を介した細胞
応答 
 血清グルココルチコイド誘導性プロテイ
ンキナーゼ（SGK）は、細胞生存および細胞
死に関わる。カドミウム曝露 HK-2 細胞にお
いて、SGK2、SGK3 に比し、SGK1 発現とその
リン酸化レベルが著明に上昇した。SGK1 シグ
ナルを阻害剤および siRNA にて抑制すると、
リン酸化型NDRG1レベルの減少が認められた。
SGK1 は、NDRG1 のみならず、細胞ストレス応
答に関わるシグナル分子の調節に関わるほ
か、尿細管におけるイオンチャンネルと輸送
体の活性を調節している。今後、カドミウム
曝露による近位尿細管障害における SGK1 誘
導の毒性学的意義について検討する。本研究
成 果 は 、 Environmental Toxicology and 
Pharmacology 誌に論文発表した（2014 年）。 
 
④ MAP キナーゼ活性化/c-Fos 発現の骨毒性
発現における役割 
 これまでに、骨毒性を有するカドミウムが
MAP キナーゼ活性化を介して c-Fos や c-Jun
の発現誘導することを報告してきた
（Toxicol Appl Pharmacol 2011）。同じく骨
毒性を有するフッ素曝露によりMAPキナーゼ
ファミリーの ERK1/2、ERK5、JNK、p38 のリ
ン酸化型蛋白レベルの増加を認めた。MEK1/2
および ERK5 阻害剤により c-Fos 蛋白レベル
の増加が抑制されたことから、フッ素曝露に
よる c-Fos 蛋白発現誘導は，主に ERK1/2 と
ERK5 経路を介していることが明らかとなっ
た。さらに、c-Fos 遺伝子発現抑制により、
フッ素曝露時に上昇する破骨細胞分化抑制
因子オステオプロテジェリン（OPG）レベル

の更なる上昇が認められたことから、c-Fos
はフッ素曝露によるOPG発現上昇に抑制的に
働く可能性が示唆された。本研究成果は、
Toxicology Mechanisms and Methods 誌に論
文発表した（2016 年）。 
 
（３）金属ナノ粒子によるリソソーム機能障
害とオートファジー阻害 
 代表的な金属ナノマテリアルである銀ナ
ノ粒子は、A549 細胞において、リソソーム内
pH 上昇を介したリソソーム内への銀ナノ粒
子凝集とそれに伴う細胞死を誘導すること
を明らかにした。リソソーム内への H+流入を
阻害するバフィロマイシン A1 を処理した
A549 細胞では、銀ナノ粒子の細胞毒性が増大
し、銀ナノ粒子のほとんどが不溶性画分に存
在する一方、可溶性画分に存在する銀イオン
量は減少した。銀ナノ粒子を曝露した A549
細胞では、リソソームpH維持機構が破綻し、
銀ナノ粒子が凝集体として蓄積することで
細胞毒性が出現する可能性が考えられた。引
き続き、銀ナノ粒子や他の金属ナノ粒子が肺
胞上皮細胞のオートファジー・リソソーム経
路へおよぼす影響について明らかにする予
定である。本研究成果は、Journal of 
Occupational Medicine and Toxicology 誌に
論文発表した（2016 年）。 
 
（４）モデル生物を用いた個体レベルでの小
胞体ストレス応答 
① ゼブラフィッシュを用いたアクリルアミ
ドによる小胞体ストレス応答 
 代表的な神経毒性物質であるアクリルア
ミドを曝露した受精後6日目のゼブラフィッ
シュ幼生脳の神経細胞においても、小胞体ス
トレス応答を介する CHOP 発現とアポトーシ
スを認めた。ゼブラフィッシュは、固体レベ
ルでの小胞体ストレス応答のモデル生物と
して有用であることを示した。本研究成果は、
Toxicology and Applied Pharmacology 誌に
論文発表した（2016 年）。 
 
② 線虫を用いたカドミウムによる小胞体ス
トレス応答を介した生育影響 
 モデル動物として線虫を用い、小胞体スト
レス応答分子の生存・死への関わりを検討し
た。その結果、小胞体ストレス応答分子 IRE-1
ホモログ ire-1（v33）機能欠損変異体では、
カドミウム曝露により、野生型 N2 個体に比
し約 40%の生育阻害を認めた。引き続き、線
虫をモデル生物として、毒性金属による小胞
体ストレス応答の意義を明らかにするため
に、生育影響とそれに関わる分子を同定する
予定である。 
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