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研究成果の概要（和文）： 
 カドミウムの血管毒性に対する生体の防御システムの解明を目的として、培養血管内皮細胞
を用いて、カドミウムの毒性に対する Nrf2/Keap1 系の防御的役割とその分子機構を解析した。
その結果、内皮細胞は Nrf2/Keap1 系にてカドミウムを感知し、活性化された Nrf2 が抗酸化応
答配列を介してメタロチオネイン-I/II を含む抗酸化酵素群の発現誘導を正に制御することに
より、カドミウムの毒性に対して防御に働く細胞応答システムであることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Cadmium, a ubiquitous heavy metal, is an important industrial and environmental 
pollutant that can target the vascular endothelium. In this study, we investigated the 
participation of Nrf2 in cellular response to cadmium and protection against this metal 
in bovine aortic endothelial cells. Exposure of the cells to cadmium resulted in Nrf2 
activation followed by up-regulated expression of antioxidant proteins. We found that 
the Nrf2/Keap1 system serves as a defense mechanism against cadmium toxicity through a 
positive regulation of metallothionein gene in vascular endothelial cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 環境汚染重金属カドミウムは，イタイイタ
イ病の原因物質として知られるが，現在でも
低レベルで環境中および食品中にユビキタ

スに存在し人の健康を害すると考えられる
ことから，国際的にも FAO/WHO 合同食品
添加物専門家会議による安全性評価の積極
的な見直しが行われている。カドミウムの生
体影響を理解するには，その毒性発現機構の
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解明が不可欠であり，国内外の研究者により
これまで積極的に研究が進められてきた。し
かしながら，依然として次の二点が立ち後れ
ている。第一に，カドミウムの血管毒性，特
に血管内皮細胞毒性の解明である。これまで
カドミウムの標的臓器として，腎，骨，肝，
肺などが主な研究対象であったが，近年それ
らの器官の実質細胞の機能障害が血管内皮
傷害の二次的影響を含むことが明らかにな
ってきた。すなわち，カドミウムは血流に乗
って標的器官に到達した後，その一部は当該
器官の実質細胞に到達してこれを傷害する
が，別の一部は血管内皮細胞を傷害し，その
二次的影響として実質細胞の機能異常を誘
発し得るというものである。第二に，カドミ
ウムに対する細胞応答を担う分子標的と生
体システムの解明である。これまでカドミウ
ムの解毒タンパク質としてのメタロチオネ
インや細胞内へのカドミウムの輸送機構に
ついては精力的に研究が展開されてきた。し
かしながら，カドミウムに対する防御システ
ムの理解は必ずしも十分であるとはいえず，
むしろ立ち遅れていたといえる。カドミウム
に対する細胞応答は毒性と防御の総和であ
り，その意味で特に防御システムの解明はカ
ドミウムの毒性を理解する上で重要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、「生体防御システムであ
る Nrf2/Keap1 系がカドミウムの毒性防御に
おいて重要な役割を担っている」という作業
仮説を基に、カドミウムの血管内皮傷害にお
ける Nrf2/Keap1 系の役割ならびにその防御
応答の分子機構を明らかにすることである。
血管内皮細胞のモデルとしてウシ大動脈血
管内皮細胞（BAEC）を使用し、Nrf2 および
Keap1 をノックダウンした後、カドミウムの
毒性発現ならびにストレス応答のタンパク
質の発現について検討する。また Nrf2 およ
び Keap1 欠損細胞のモデルとして Nrf2 ノッ
クアウトマウスおよび Keap1 コンディショ
ナルノックアウトマウスの初代肝細胞を用
いて上記と同様の検討を行い、カドミウムの
毒性防御を担う細胞応答システムとしての
Nrf2/Keap1 系の役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）BAEC を用いた検討 
 常法に従って BAEC を培養し、カドミウム
に対する Nrf2 の応答性やストレス応答のタ
ンパク質の発現誘導をウエスタンブロット
法にて検討する。また siRNA 法にて Nrf2 お
よび Keap1 をノックダウンし、カドミウムに
対する感受性の変化を MTT 法や LDH 法で比
較・検討する。また、カドミウムに対する抗
酸化応答配列(ARE)の転写活性化や、メタロ
チオネインのプロモーター活性をルシフェ

ラーゼ法で検討する。更に、メタロチオネイ
ン Iとメタロチオネイン IIの mRNA 量の変化
をリアルタイム PCR 法にて調べる。 
 
（２）初代肝細胞を用いた検討 
 野生型マウスと Nrf2 ノックアウトマウス
および Keap1 コンディショナルノックアウ
トマウスよりそれぞれ初代肝細胞を採取し、
常法に従って培養する。カドミウムに対する
感受性を MTT 法にて比較・検討する。同条件
下における細胞内カドミウム蓄積量につい
て ICP-MS にて検討する。カドミウムに対す
るNrf2の応答性やメタロチオネイン-I/IIの
タンパク質の発現誘導をウエスタンブロッ
ト法にて検討する。 
 
４．研究成果 
 BAEC において、無毒性レベルのカドミウム
の曝露により、濃度依存的に転写因子 Nrf2
の活性化が生じ核への蓄積が観察された。ま
たそれに伴い、濃度依存的な抗酸化剤応答配
列の転写活性化が見られた。またカドミウム
の曝露により、Nrf2 の下流のタンパク質とし
てヘムオキシゲナーゼ-1 や NAD(P)H:キノン
酸化還元酵素 1、γ-グルタミルシステイン合
成酵素などの抗酸化酵素群の発現誘導が観
察された。そこで、RNA 干渉により Nrf2 をノ
ックダウンしたところ、カドミウムの細胞毒
性は有意に増強された。このとき、カドミウ
ムによる Nrf2 の下流のタンパク質の発現誘
導が減弱していたが、興味深いことにメタロ
チオネイン-I/II の発現誘導レベルも減少し
ていた。また、Nrf2 欠損細胞のモデルとし
て Nrf2 遺伝子欠損マウスの初代肝細胞を用
いて検討した結果、野生型に比べ Nrf2 欠損
細胞でカドミウムの細胞毒性は顕著に増強
された。また同条件下において、細胞内カド
ミウム蓄積量に変化は見られず、カドミウム
によるメタロチオネイン-I/II の発現誘導が
Nrf2 の欠損細胞において減弱していた。以上
の結果より、転写因子 Nrf2 はカドミウムに
対して、抗酸化酵素群だけでなくメタロチオ
ネイン-I/II の発現誘導を正に制御すること
により毒性防御に働く細胞応答システムで
あることが示唆された。 
 次に、Nrf2 を負に制御している感知・応答
センサーである Keap1 の役割と、メタロチオ
ネインの発現誘導機構における Nrf2 の作用
機序を検討した。その結果、無細胞系におい
て Keap1のチオール基とカドミウムは強い親
和性を示した。また、BAEC において Keap1 を
ノックダウンしたところ、恒常的な Nrf2 の
活性化および ARE の転写活性化が観察され、
カドミウムの細胞毒性を軽減できた。同条件
下において、カドミウム曝露によるメタロチ
オネイン-I/II の発現誘導レベルは増強して
いた。また、メタロチオネイン-I のプロモー



 

 

ターアッセイを行ったところ、Nrf2 のノック
ダウンによりそのレポーター活性は有意に
低下し、この効果は当該プロモーター領域に
存在する ARE配列に変異を加えることでほぼ
消失した。したがって、Nrf2 はメタロチオネ
インのプロモーター領域の ARE配列に依存し
た機構でメタロチオネインの発現誘導を正
に制御していることが示唆された。加えて、
Keap1 欠損細胞のモデルとしてマウス初代肝
細胞を用いて検討した結果、Keap1 欠損細胞
は野生型に比べてカドミウムの毒性に耐性
を示し、メタロチオネイン-I/II の発現誘導
レベルもやはり増強していた。以上の結果よ
り、内皮細胞は Nrf2-Keap1 系にてカドミウ
ムを感知し、活性化された Nrf2 が ARE を介
してメタロチオネイン-I/II の発現誘導を正
に制御することにより、カドミウムの毒性に
対して防御に働く細胞応答システムである
ことが明らかとなった。 
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