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線溶調節を行う血管細胞に対するカドミウム
および鉛の毒性発現に関する研究
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心疾患お よ び

だ けでで、な く ， そ の死亡率の 合計 は 第1位 の悪 性 新 生物を 上回 り ， 公衆衛生学 上 に お

い て も 重要 な問題 と な っ て い る 。 こ の2つ の死 因 の 中 で は 心筋梗塞お よ び脳梗塞

が大 き な比率 を占 め て い る 。 こ れ ら は 発症部 位 は 異 な る が ど ち ら も 血管 内 の 血

栓形成を 伴 う 疾患で 死亡率だ け で な く ，罷患率の面か ら も 近年注 目 さ れ て い る 。

動脈硬化症 お よ び高 血 圧症 は互い に 危険 因子 で あ り ， 心筋梗塞お よ び脳梗塞の基礎

疾患 と し て 重 要 で あ る 。

動脈硬化 病 変 は 一般 的 に は 血 管 内 膜 に お け る 血管平滑 筋細胞の 増 殖 ， 血 管 内

お よ び血管 組織 内 血液凝固 血管 内 皮傷害 な ど の 所 見 を呈す る 血 管病 変 で あ る 。 す

なわち， 動脈硬化巣 内 に は 結合組織 に被覆 さ れ た血管平滑筋細胞， マク ロ ファ ージ ，

Tリン パ球の浸潤お よ び壊死像， 脂肪 蓄 積や血栓 が一般 的 に 観察 き れ る ( Mo o r e ，

1 9 8 1 ; W ig h t ，  1 9 8 9 ; Srn a l l ， 1 9 8 8 ) 0 Ro ss ら は こ の よ う な 変 化 を 内 皮 傷 害 に

対す る 動 脈壁 の 反 応 と し て 考 え ， 傷 害 反 応仮説 と し て ま と め て い る ( Ro s s ，

1 9 9 3 ) 。 そ れ に よ る と ， 血 管 内 皮 細 胞 の 機能 障 害 が生 じ る と 内 皮 細 胞 の タ ー ン

オ ー バ ー の充進 や内 皮 下 組 織への 単球の侵入 が 起 こ る 。 内 膜 に 侵入 し た 単球

は マ ク ロ ファージ、へ と 分化 し ， 変 性 し た脂質を 取 り 込 ん で泡沫化 し ， 血 管 平

滑筋 細 胞 に 対す る 遊 走 ・ 増 殖 因子 で あ る 血 小 板 由 来 増 殖 因子 ( P DG F )  ( Ro s s， 

1 9 9 0) な ど の 増 殖 因子 を 放 出 し ， 平 滑 筋 細 胞 の 内 膜への 遊 走 と 増 殖 を 促 進す

る 。 さ ら に ， 血 管 内 皮 細 胞 が剥離す る よ う な 傷 害 が加わ る と 血 管壁 の 抗血 栓

性 が失わ れ ， 血 小板の 活 性化 作 用 を 有す る 内 皮 下 組 織 が 血 液 と 直接接す る こ

と に よ っ て 血 小 板 の粘着 ・ 凝 集 が起 こ り ， こ の と き 血 小 板 か ら P D G F を 初 め

と す る 平 滑 筋細 胞 遊 走 ・ 増 殖 因子 が 大 量 に 放 出 き れ ， 血 管 平 滑 筋 細 胞 の 内 膜
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へ の遊走 お よ び 増 殖 が 加 速 さ れ て 血 管 内 膜 の 肥厚斑が形 成 さ れ る 。 従 っ て ，

動脈硬化病 変 の 発症 の 理解 に は ， そ の初期段階 と し て の 内 皮細 胞機能障 害 の 解明が

不可欠で あ る 。

血管 は 内 腔 を 一層 に覆 う 血 管 内 皮細 胞， 中 膜 を 構成す る 血管 平滑筋 細 胞お よ び

外膜の 線維芽細胞か ら 成り ， そ れ ぞれが機能 を 発現して い る ‘生 き た組織' で あ る 。

近年， 血管 内 皮細胞が血液成分 と 内皮下組 織 と の接触 を 妨げる 障壁 と し て 存在して

い る だ け で な く ， 様々 な 因子 を 産生 ・ 放 出 し ， 血管 と 血液 の 恒 常性維持 に 寄与 し て

い る こ と が明 ら か に な っ て き た 。 血管 内 皮 細胞 は ， 一酸化窒素 を本体 と す る 内 皮細

胞由 来弛緩因子 (P almer et al . ，  1 9 87 ) お よ び持続的血管収縮因子 で あ るエン ドセリン

(Yanagisawa et a1 . ，  1 9 88) を 産生 ・ 放 出し， 血 管 の ト ーヌス の 調節 に 積極 的 に 関 与し

て い る 。 ま た ， 血管 内 腔 は抗血 栓性 を 維 持して おり ， 血液 が非常 に 凝固し易い も の

で あ る に も かかわ ら ず通常血管 内 で は 凝 固し な い が， ひ と た び血 管 内皮細胞 が傷害

を 受 け た と き は速やかに 血液凝固 に よ っ て止血 さ れ， 血管 は修復 さ れ る 。 こ の と き ，

不必要 な 血 栓 は線溶系 に よ っ て 除去 さ れ る 。 こ の よ う な 血液 の 凝 固 ・線 溶 を通 じ た

血管 の恒常 性 の 維持 は 血管内皮細 胞 に よ っ て巧妙 に 調 節 さ れて い る 。 血管 内 皮細胞

に よ る 血 液 凝固の 調 節 は ， 血 小 板 凝 集 抑 制 作 用 を 有 す る プ ロス タ サ イ ク リン

(Mo ncada and V ane， 1 9 7 9) お よ びヘパ リン様活性 を 有す る ヘパ ラン硫 酸 (Sh imada et 

a1 .. 1 9 8 5 : Marcu m  et a1 .， 1 9 86 ) の 産生 ・放 出 ， な ら びに ト ロンピンの 凝 固 活性 を 抑

制し， 抗凝固 活性へ転換す る ト ロンボモジュリン (Esmo n  and O wen ，  1 9 8 1 ; 

Maruy ama et al .， 1 9 8 4) の 保持 に よ っ て行われ る の に 対し， 線溶系 の 調節 は組織型プ

ラス ミ ノ ーゲンアクチ ベ ータ ー (t - PA) (L ev i n  and L o sk utoff， 1 9 8 2 ) お よ びそ の 阻害 因

子 で あ る プ ラス ミ ノ ーゲンアクチ ベ ータ ー イン ヒピタ-1 ( P  A I  - 1 ) (Mo ur ik e t  a1 . ，  

1 9 84 ; Ge lehrter and Sz ny cer -L aszu k ， 1 9 86 ) の2つ の 因子 の バ ランス に よ っ て 調節 さ

れて い る 。 PAI - 1 は 液相 中 に 放 出 さ れ る と そ のほ と んどがすぐ に不活性型 PAI- 1 と
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な り 活性型 P AI - 1 の み が t-PA と 結合 し て 不活性型複合体 を 形成す る (L evin ，  

1 9 8 6) 0  t -PA の他 に ， ウ ロキナ ー ゼ型プ ラス ミ ノ ーゲン アクチ ベ ータ ー (u- P A) も 内

皮 細胞 に よ っ て 産生 ・ 放 出 さ れ t-PA と 同 様の 活性 を 示すが， u -P A がフイプリン親

和性 を ほ と んど示 さ な い の に 対し， t -PA はフイプリン と 高 い親和性 を 有し， しか も

フイプリン と 結 合す る こ と で活性が増 強 さ れ る (Hoy laerts et a l . ，  1 9 8 2 ; Ranby， 1 9 8 2 ) 

こ と か ら ， t- PA と 活性型 P AI- 1 の バ ランス が血管 内 の 線溶調節 に 重 要 で あ る と き れ

る 。 血管 内 皮細胞 だ け で な く 血管平滑筋細胞お よ び線維芽細胞 も ま た t -PA お よ び

P AI-1 産生能を有して おり (Herbert et a1. ， 1 9 9 4; Wo j ta et aL， 1 9 9 3 ; Ho la  et  a l. ，  

1 98 3 ) ， 血 管 内皮細胞層の 傷害 時 あ る い は 血 管 の 破綻 時 に 内 皮下組織が血液 と 接 し た

と き の 線溶調節 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ て い る 。

と こ ろ で 重金属 と 血管病変 と の 関 連 に つ い て は ， 古 く か ら 多 く の 報告があ る

が 一 連 の 報告 に はふ た つ の 特徴があ っ た 。 第 ー は ， 動脈硬 化 を 含む血管病 変 を 引

き 起 こす と さ れ る 重金属 と し て ， カ ド ミ ウ ム お よ び鉛が特 に 多 く 報告 さ れ て き た こ

と で あ る 。 例 えば， 疫学 的 に カ ド ミ ウ ム の汚染地区 に 動 脈硬 化 発 症 率が 高 く

(Ho utman， 1 9 9 3 ) ， 血管病変 と 環境 カ ド ミ ウ ム 曝露 に は 関係が見 出 さ れ， ( Carro l l ，  

1 9 6 6 ; Engvan and Perk， 1 9 8 5 ) 鉛 に つ い て も 高 血 圧症 と の 関係が (Mend itto et aL， 

1 9 9 4) が報告 さ れて い る 。 ま た ， 動物実験に お い て ， カ ド ミ ウ ム お よ び鉛 は動脈硬

化 お よ び高血 圧 を 誘発す る (R evis et a1.， 1 9 8 1 ; Sch ro eder and Vi nto n， 1 9 6 2 ; Perry et  

a1 .， 1 9 8 3 ; Perry et a1.， 1 9 8 8 ; Chai  and Webb， 1 9 8 8 ; L al et a1.， 1 9 9 1 ) と い う 。 しかし

な が ら 第二の 特 徴 は ， こ の よ う に 血管病 変 を 引 き 起 こ す と さ れ る カ ド ミ ウ ム お よ

び鉛の 細胞 レ ベ ル での毒性発現 機序 は ま っ た く 不明で あ っ た こ と で あ る 。 血 管 内 皮

細胞の 機能 障 害が血管 病 変 の 発症 ・進展 に 重 要 で あ る こ と ， ま た 動脈硬 化 病 変 を 含

む血管病 変 は 一般 に 凝 固促進性 あ る い は 線 溶活性の 低下の 結果 と 考 え ら れ る 血栓形

成性 を 伴 う こ と か ら ， 内 皮細胞 が介在す る 線溶調節 に 対す る カ ド ミ ウ ム お よ び鉛の
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毒性発現 を 明 ら か に す る 必要 が あ る 。

本研究の 目 的 は ， カ ド ミ ウ ムお よ び鉛 に 曝 露 し た 血 管 内 皮細 胞か ら の 線溶蛋 白

の 産 生 ・ 放 出 の変 化お よ びそ の 結果 生 じ る 液相 の 線 溶活性の 変 化 を 細胞 培養系 を 用

い て 検討す る こ と に よ っ て ， 内 皮細胞が調 節す る 線溶系 に 対 す る こ れ ら 重金属 の 毒

性発現 を 明 ら か に し ， こ れら の 重金属 に よ る 血管病 変 の 誘発機構 の 理解 に 寄 与す る

こ と で あ る 。 さ ら に ， 血 管 内 皮細胞 の傷害時 に 線溶調節 を 行 う と さ れ る 血 管平滑筋

細胞お よ び線維芽細胞 に つ い て も 同 様 の 検討 を 行い ， 血 液線溶 調節 を 行 う 血管構 成

細胞 に 対す る カ ド ミ ウ ムお よ び鉛の 毒性発現様式 と こ れ ら の 重金属 に 対す る 各 細胞

種の 応答様式 を 明 ら か に す る こ と で あ る 。
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実験方法

1 . 材料
ヒ ト腰帯静脈由 来血管 内皮細胞お よ びヒ ト胎児肺由 来線維芽細胞 (IMR - 9 0 ) は ，

A mer ic a n  Typ e  Cu ltu re Co l lec tio n  (Ro c k vi lle， MD， USA) か ら購入 し た 。 ヒ ト 大動脈由

来血管平滑 筋細胞， 血 管平滑筋 細胞増 殖 培 地お よ びヒ ト 血管 内 皮細胞増 殖 培地 は ，

倉敷紡績 (大阪 ) か ら購入 し た 。 ASF- 3 0 1 培 地 は味 の素 (東京 ) よ り ， R P MI - 1 64 0 培

地お よ び カ ル シ ウ ム ・マグ ネ シ ウ ム 不含リ ン 酸緩衝液 (CMF- PB S) は ， ニッ ス イ製薬

(東京 ) よ り そ れぞ れ購入 し た 。 牛胎児 血清 (Feta l bo v ine seru m; FB S) は ， Summit 

(Ft. Col l ins， CO， USA ) か ら購入 し た 。 細胞培養用 I 型コ ラ ーゲ ンコ ー トディッ シュ

お よ びプ レ ー ト は ， 岩城硝子 (千葉 ) よ り購入 した 。 L - [1 4 C(U) jロ イ シ ン ( 1 0 . 8 GBq/ 

mmo l )お よ び L - [ 3，4， 5- 3H(N )jロ イ シ ン ( 5， 32 8 .0 GBq/mmo l ) は ， N ew Engla nd N uc lea r  

(Bo sto n， MA， USA) か ら購入 し た 。 プ ラ ス ミ ノ ーゲ ン 含有フイプリ ノ ーゲ ン ( ウ シ 血

祭由 来) は ， 第一製薬 (東京) よ り購入 した 。 組 み換 え b FG Fお よ び抗 TG F ß抗 体 は

そ れぞ れ G enzy me (Ca mbr idge， MA，USA)お よ びキ ング醸造 (兵庫 ) か ら購入 した 。 エ

ン ドセリ ン ーlお よ び ウ シ 血紫由 来 トロ ン ピ ン ( 1 9 50 N I H  U/mg p ro te in ) は ， Sigma 

(St. Lo u is， MO， USA) よ り購入 し た 。 t - P A 抗原 (t -PA:Ag) お よ び PAI-1 抗原 ( P AI 

l:Ag) 測定キ ッ ト は ， Boopoo l (U mea， Sweden) よ り ， MTT 測定キッ ト は ， Che mico n 

I n ter na tio na l  (Temec u la， CA， USA ) か ら そ れぞ れ購入 し た 。 Q u ic k P rep M ic ro mRN A 

p u r i f ic a tio n  k i t は ， Pha rmac ia (U pp sa la， Sweden ) よ り購入 し た 。 G ene A mp RN A PCR 

k it は ， Perk in El mer  (Fo ster， CA， USA) よ り購入 し た 。 ト ラ ンスファ ー メ ンプ ラ ン

(Hybo nd  N+ ) は ， A ma rshe m (Little Cha lfo nt， Engla nd， UK) よ り購入 し た 。 アガロ ース

は ， 宝酒造 (滋賀 ) よ り購入 し た 。 アクリ ル ア ミ ド (モノ マ ー )お よ び ドデ シ ル硫 酸ナ

トリ ウ ム (SDS) ， ク マ シ ープリリ ア ン トブ ル ー R-250 (CBB ) は ， ナ カ ラ イ テッ クス よ

5 



り購入 し た 。 塩 化 カ ド ミ ウ ム ， 塩 化鉛 ， 乳 酸脱水素酵素 (L DH) 活性測定キッ ト お よ

びそ の他 の試薬 は ， 和光純薬工業 ( 大阪) よ り購入 し た 。

2 .  t-PA:AgおよびPAI-1:Agの測定

血管 内 皮細胞 は 2 4穴 プレ ー ト 中 に 血管 内 皮細胞増 殖培地 で ， 3 7 0C， 5 % C 02 の

条件下 でコ ンフ ルエ ン ト ま で培 養後 ， 培 地 を 除去 し ， 細胞層 を 無血清 ASF- 3 0 1 培地

で 2回 洗い ， 新鮮 な 無血清 ASF- 3 0 1 培 地 中 で ， 塩 化 カ ド ミ ウ ム ( 0.5 1 or  2 μM) あ

る い は 塩 化鉛 ( 1 ， 2 ，  5 or 1 0 μM) の存在下で原則 と し て 2 4 時間 培養 し た 。 処理後 ，

培地 を回収 し ， 蓄積 し た t-PA :Ag お よ び P AI- 1 :Ag を定 量 し た 。 こ の培地 は 以下 に述

べ るフイプリ ンザ イモ グ ラフィ ー に よ る t-PA お よ び u - P A の 活性測定 に も 供 し た 。

培地回収後の細胞層 は ， MTT 法 に よ る 細胞数 の計測 に 用 い た 。

3. ブイプリ ンザ、イモグ ラフイ)

Chart 1 . にフイプリ ンザ イモ グ ラフィ ー ( Matsuo， 1 9 8 8) の概略 を 示す。 0 .0 5%

フイプリノ ーゲ ン ( プ ラス ミノ ーゲ ン を 含 む ) お よ び 3 0 % トロ ンピ ン を 含 む SDS-ポ

リ ア クリ ア ミ ドゲ ル (7 . 5%) を 作製 し た 。 こ の ときフイプリ ン マ トリッ クス も 均一 に

形成 き れ る 。 処理後の 培養上清 を メ ル カ プ トエ タノ ー ル な どの還元剤 を 含 ま な いサ

ン プ ル緩衝液 (0 . 1 5 M トリ ス ー 塩 酸緩衝液 ， p H  6. 8 ，  3 %  SDS， 3 0 % グリセロ ー ル ，

0. 0 3 %  B PB ) と 3 : 1 に な る よ う に 調製 し ， 3 7 0Cで l 時間 イ ンキュ ベ ー ト し た 。 作

製 し た 7 .5% ポリ ア クリ ア ミ ドゲ ル にア プ ラ イ し ， 2 0 0  V ，  3 0  mA の 条件下 で電気泳

動 を 行 っ た 。泳動後， ゲ ル を 2 . 5% Tri ton X- 1 0 0 で 1 時間振渥 し ， ゲ ル 中 の SDS を

除 い た 。 こ の操 作 で泳動 さ れた プ ラス ミノ ーゲ ン ア クチ ベ ー タ) の 活性が回復す る 。

次に ， 0 . 1 M グリシ ンー水 酸化ナ トリ ウ ム緩衝液 ( PH 8. 3 ) 中 で ， 3 7 0Cで 2 4---4 8 時間

静置し た 。 こ のゲ ル を 0 . 2 5% CBB で染色後， 脱色液 (7. 5%酢 酸， 5% メ タノ ー ル )
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で脱色 し た 。 培養上清 中 の プ ラ ス ミノ ーゲ ン ア クチ ベ ー タ) に よりゲ ル 中 の プ ラス

ミノ ーゲ ン か ら 変換 さ れ た プ ラ ス ミ ン がフイプリ ン を 溶解 し ， 培養上清 中 の 線溶活

性がフイプリ ン 溶解窓 と し て 検 出 さ れ ， 溶解窓 の 分子量 か ら t-PA と PAI - 1 の 活性

を鑑別 し た 。

7.5% Polyacrylamide gel 

Rbrinogen 

Plasminogen 

Thrombin 

Electrophoresis 

Thrombin 

Fibrin叩n _t 含州n

2.5% Triton X-100 
Incubation at 3rc for 24 h In 
Glycine-NaOH (pH 8.3) 

t-PA u-PA 
Stain 

Destain 

Chart 1. Procedure of fibrin zymography 
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Plasminogen activator 

Plasminogeム Plasmin

Fib巾



4. 線溶蛋白遺伝子 の発現

血管 内 皮細胞 は 1 0 0 rnrn ディ ッシユ 中 に 血管 内 皮細胞増殖 培 地で ， 37 0C， 5 %  

CO2 の条件 下 で コ ンブ ルエ ン ト ま で培養後 ， 培 地 を 無血清 ASF-30 1 培地 に 交換 し ，

塩 化 カ ド ミ ウ ム (0 .5 ， 1 or  2 μM) あ る い は ， 塩 化鉛( 1， 2 or 5 μM) の存在下 で 2 4

時間 処理 し た 。 処理後 ， 培地 を 取 り 除 き ， 細胞層 を CMF-PB S  で 2 回 洗い ，

Qu ic k P rep Mic ro rnRN A p u r if ic at ion  k i t を 用 い て Poly (At rnRN A を f由 出 し た 。 PCR

用マイ クロチュ ーブ に 30 0 ng/ 2 0ド1 Po ly (A)+ rnR NA 溶液 を 調製 し ， G ene A mp 

RN A PCR k it を 用 い て ， 線 溶 蛋 白 遺伝子の Reverse Transc r ip tion  Po ly rnerase Chain  

Reac tion (RT -PCR) を 行 っ た 。 ブ ライ マ ーの f orwar d(F) ， reverse (R) お よ びプロ ーブ

の 配列は以 下の よ う に 設定 し たO す な わ ち ， t -PA rnRN A に つ い て は ， F: 5 '-CG A 

AG G ATT TGC TGG G AA G T -3' ， R: 5 '-TGC G G T  TCT TCA GCA CG T G G -3' お よ

び、プロ ープ�: 5 '-TAC G AG G AC CAG G GC ATC AG -3' (I tagaki et a l . ，  1 9 9 1 ) ， PAI . 1  

rnRN A に つ しユて は ， F: 5 '-ATG G G A  TTC AAG ATT G AT G A-3・， R: 5 ' -TCA G T A  

TAG TTG AAC TTG TT-3' お よ びプロ ープ : 5 '- AG A  G AG CCA GAT TCA TCA 

AT-3・ (Losk utof f et  al .， 1 9 8 7) と し た 。 6 x GLB (Ge l  loa ding buf fer  m ; 0 . 25 %プロ モ

フエノ ーJレブ ル ー ， 0 . 25 % キシ レ ンシ アノ ーjレ FF お よ び30 %グリセロ ール ) お よ び

1 2 0 μg/ ml 臭 化エチジ ウ ム が 1 : 1 に な る よ う に 調製 し ， PCR反応液 6μl に 対 し 3

μl 加え， 2 % アガロ ースゲ ル にアプ ライ し ，泳動用緩衝液 ( 0 .04 M トリ スー酢 酸 ，

0 .0 0 1  M EDTA ， 0 . 1 μg/ml臭 化エチジ ウ ム ) を 用 い ， 1 0 0 V で 15 分間泳動 し た 。

泳動後 ， ト ラ ンスファ ー メ ンプ ラ ン (Hy bon dN +) に 0 .4 M水 酸化ナ トリ ウ ム を 用 い

て 転写 し た 。 メ ンプ ラ ン に ， 1 2 0 m]， 30秒UV を 照射 し 固定 し た 。 ハイブリバッ

ク に 中 に 入 れ た メ ンブ ラ ン に 対 し ，ハイプ ルダイズ バッファ ー を 0 . 1 rnllc m2 加え，

5 00C で 2 時間プ レハイプリダイズ を 行 っ た 後 ，ハイプリダイズ バッファ ー を 新 し

いもの と 交換 し ，32p標識プロ ープ を 加え， 5 0 0C に お い て 1 8 -.__ 2 4時間ハイブ リダ
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イ ゼ ーショ ン を 行 っ た 。 ハイブリダイ ゼ ーショ ン終了 後 ， メ ンプ ラ ン を ， 2 0  x SSC 

(0 .3 M 塩 化ナ トリ ウ ム ， 0 .03 Mク エ ン 酸ナ トリ ウ ム ， 0. 1 % SDS) 中 で ， 1 0 分間 の

洗浄 を 2回行 っ た 後 ， オ ー ト ラジ オグ ラフイ ー を 行 っ た (-8 00C， 1 2時間) 。

5 . 細 胞毒 性

血管 内 皮細胞 は 2 4穴プ レ ー ト 中 に 血管 内 皮細胞増殖 培 地 で ， 37 oC， 5 % CO2 の

条件 下 でコ ンフルエ ン ト ま で培養後 ， 培 地 を 取 り 除 き ， 無血清 ASF -30 1 培 地 に 交換

し た 後 ， 塩 化 カ ド ミ ウム あ る い は 塩 化鉛の存在下 で 原則 と し て 2 4 時間 培養 し た 。

培養終了 後， 培 地 に 逸脱 し た LDH 活性 を測定 し ， 非特異 的細胞傷害 (細胞毒性) の

指 標 と し た 。

6 . 蛋 白 合成

血管 内 皮細胞は 6穴プ レ ー ト 中 に 血管 内 皮細胞増殖 培地で コ ンフルエ ン ト ま で

培養後 ， 培 地 を 無血清 ASF-30 1 培 地 に 交換 し ， 塩 化 カ ド ミ ウ ム あ る い は 塩 化鉛で 処

理 し ， 処理終了3時間 前 に 1 5 kBq/ ml [ 1 4C]ロイシ ン あ る い は 13H]ロイシ ン で パ ル ス

ラ ベル した 。 処理後 ， 培 地 を 除去 し ， 細胞層 は氷冷 CMF- PB S で 2 回 洗浄 後 ， 氷冷

CMF- PB S 0 . 75 ml を 加え， ラパ ー ポリ ス マ ン でか き 取 り ， 細胞 懸濁液 と し て回収 し

た。 ウエル を 0. 7 5 rnl の 氷冷CMF- PB S で 洗い ， 洗j夜 を 細胞 懸濁液 に 加えた 。 細胞

懸濁液 を 超音波処理 し ， 細胞 ホモジ ネ) ト を 調製 し ， その 5 % トリクロロ酢酸不 溶

性画分 に 取 り 込 ま れ た 放射 活性 を 液体シ ンチ レ ーショ ン カ ン タ ー で測定 し た 。 細胞

ホモジ ネ ー ト の一部 は ， 蛍光法 に よ る DN A定 量 (Kissane an d Robi ns， 1 958 ) に 供 し

た 。
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7. 細 胞 内 カド ミウ ム 量

血管内皮細胞 は 6穴プ レ ー ト 中 に 血管内皮細胞増殖 培 地 でコ ンフルエ ン ト ま で

培養後， 培 地 を 無血清 ASF- 3 0 1 培 地 に 交換 し， 塩 化 カ ド ミ ウ ム (0. 5， 1 o r  2 μM) で

2 4時間 処理 し た 。 処理後， 培 地 を 除去 し ， 細胞層 を氷冷 CM F- PBSで 2回洗浄 後 ，

氷冷 1 0 mM E DTA 含有 酢 酸緩衝液 (p H 5.5 ) l .5 ml を 加え， 7 2時間 40Cで、金属 を 抽

出 し た 。 7 2時間 後， 抽 出 液 を回収 し ， 細胞層 を 同緩衝液で洗い ， 7先j夜 を 抽 出 液 に 合

わ せ た 。 抽出 液 中の金属量 をフ レ ー ム レス 原 子吸光光度計 (日 本ジャ ー レルアッシユ

社製 AA85 0 0) で測定 し た 。 細胞層 は 0. 75 ml の CMF-PBS存在下 ， ラパ ーポリスマ

ン でか き 取 り ， 細胞 懸濁液 と して回収 し た 。 ウエ ル を 0. 75 ml の氷冷 CMF-PBS で

洗い ， i:先液 を 細胞 懸濁液 に 加えた 。 細胞 懸濁液 を 超音波処理 し ， 細胞 ホモジ ネ ー ト

を 調製 し た 。 細胞 ホモジ ネ ー ト を 蛍光法 に よ る DN A の定 量 ( Kissane an d Robi ns，  

1 95 8) に 用 い た 。

8 . 細 胞 内 メ タロチ オ ネイ ン 量

血管内皮細胞 は 6 0 mmディ ッシュ 中 にコ ンフ ルエ ン ト ま で培養後， 培 地 を 無血

清 ASF- 3 0 1 培地 に 交換 し， 塩 化カ ド ミ ウ ム ( 0 .5， 1 or 2 μM) で 2 4時間 処理 し た 。

処理 後 ， 培地 を 除去 し ， 細胞層 は氷冷 CMF-PBS 0. 25 mlで、 2 回洗浄 後 ， 0. 25 M 

シユ←クロ ー ス 1 ml 存在下 ， ラバ ーポリスマ ン でか き 取 り ， 細胞 懸濁液 と し て回収

した 。 ウエjレ を 0. 75 ml の氷冷 CMF- PBS で洗い ， 洗液 を 細胞 懸濁液 に 加え超音波

処理 し ， 細 胞 ホモジ ネ ー ト を 調製 し ， こ れ に 含 ま れ る メ タロチ オ ネイ ン を カ ド ミ ウ

ム ー ヘ ム法 (O nosak a et al . ， 1 9 78) の変法 で以 下の よ う に定 量 し た 。 細胞 ホモジ ネ ー

ト 0 .5 ml を マイ クロチュ ーブ に 移し ， 0.5 ml の 0 . 1 M トリス-塩 酸緩衝液 (p H 8. 0 )  

お よ び5 0 μ l の 1 0pp m 塩 化カ ド ミ ウ ム 溶液 を 加え混和後， 室温 に 1 0 分間 放置し た 。

放置後， 2 % ウシ ヘモ グロビ ン 0. 1 ml を 加え， 2 分間 煮沸し， 1 0 0 0 0  X g で 5 分間

1 0  

遠心 し た 。 ヘモ グロ ピ ンの添 加， 煮沸お よ び遠心を さ ら に 2回繰り 返し た 後 ， フ レ ー

ム レス 原 子吸光光度計 を 用 い て 上清の カ ド ミ ウ ム 量 を測定 し， 細胞内 メ タロチ オ ネ

イ ン 量 を 算出 し た 。 細胞ホモジ ネ ー ト の一部 を 蛍光法 に よ る DN A の定 量 (Kissane

an d R obins， 1 95 8) に 用 い た 。

9. 統計学的処理

実験結 果の統計 的有意差 は Stu dentのt-test で分析し， P< 0. 05 を 有 意 と し た 。
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第I章 血 管 内 皮 細 胞 の線溶調節 に 対 す る カド ミウ ム の毒 性発現

血液線 溶系 は 血管 内 皮細胞が産生 ・ 放出してい る t- PA と PA- 1 のバ ラ ンス に よ っ

て 調節 さ れ てい る o 線 溶系の 充進あ る い は 凝固 充進 に よ る 相対的 な 線 溶活性の 低下

は 血栓症 や全身 出 血傾向 お よ びそ れ ら に 続 く臓器の 虚血性病 変 (梗塞) の 要 因 と

な る o 血中の PAI- 1 レ ベ ルの増大 が血栓症の発症 に 重 要 な 要 因 と す る 臨床 的報告も

あ り (Dawson an d Henny ，  1 9 9 2 ; Sc h nei de r man et a l .， 1 9 9 2 ) ， t- P A と PAI - 1 の ノミ ラ ン

ス の異常 を 明 ら か に す る こ と は ， 動脈硬化病 変 に 含 ま れ る 血栓形成 を 理解す る 上 で

重要 で あ る 。

環境汚染物質で あ る カ ド ミ ウ ム は 動脈硬化お よ び 高血圧 を 引 き 起 こ す こ と が知

ら れてい る が， 特 に 血管 内 腔 を 一 層 で、覆っ て い る 血管 内 皮細胞 に 対す る 毒性発現 は

ま っ たく不明で あ っ たo 最近， 細胞培養 系 を 用 い た実験で カ ド ミ ウ ム が 血管内皮細

胞 に 対 し て 細胞毒性 を 発現 し ， 細胞層 から の内皮細 胞の脱離 を 促進 し ， 内皮下組織

と 血液 と の 接触 を 妨げる 障壁 と し ての機能 を 破壊 し 得 る こ とほかet aL， 1 9 9 2 a) が示

さ れ た。 ま た， 細胞毒性 を 示 き な い 濃 度の カ ド ミ ウ ム が細 胞層のグリ コサ ミ ノ グリ

カ ンの産生 を 増加 さ せ る (Kaj i et a l . ，  1 9 9 4a) 結 果 ， 細胞表面 のヘパ リ ン 様活性が上昇

す る こ と (Kaj i et aL， 1 9 9 4b) ， この変 化 は カ ド ミ ウ ム が 大 型ヘパ ラ ン硫 酸プロテ オ

グリ カ ン分 子種パ ー ル カ ンの産生過程で その コ ア 蛋 白の合成 を 促進 さ せ る こ と に起

因 す る こ と (Ohk awara et al .， 1 9 9 7) が明ら か に さ れてお り ， カ ド ミ ウ ム が血管 内 皮

細胞の機能変化 を 惹 起 す る こ と が示唆さ れて い る 。

そ こ で本章で は ， 培養血管 内 皮細胞 を 用 い て線 溶 蛋 白 (t- P A お よ び PAI - 1 ) の放

出 に 対す る カ ド ミ ウ ム の作用 を 調べ， その結 果生 じ る 液相の線 溶 活性の変化 に つ い

ても検 討 を 加えた。
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第l節 線溶蛋 白 の放 出およ び 液相 の線溶活性

Fig_ 1 - 1 に ， 血管 内 皮細胞か ら のげたAg およ び P A1 - 1:Ag 放出 に 対す る カド ミ

ウ ム の作用 を 示す o t- PA:Ag の 放出 は ， 2 μM ま での カ ド ミウ ム に よ る 影響 を 受 け な

か っ た。 こ れ に 対 し ， PAI - 1 :Ag 放 出 は ， 1 μM 以仁 の カ ド ミウ ム に よ っ て濃度 依存

的 に 有 意 に 増加 し て い た。 この結 果 は ， カ ド ミ ウ ム が血管 内 皮細胞か ら の PAI - 1 :Ag

放出 を 選択的 に 増加 さ せ る こ と を 示 し て い る 。 次に ， t - PA :Ag お よ び PA1 - 1 :Ag 放出

に 対す る カ ド ミ ウ ムの作 用の 経 時 的 変化 を 調 べ た。 Fig. 1 - 2 に 示 す よ う に ， カ ド ミ

ウ ム は PAI -1 :Ag 放出 を 2 4 時間 に お い て有意 に 促進 し て い た。 し か し なが ら ， t

PA:Ag 放 出 に つ い て は 2 4 時間 に お い ても有 意 な 変化 は 認め ら れ な か っ た。
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Fig. I ・ 1 . Effect of cadmium on the release of t-PA : Ag and PAI- l:Ag from cul tured vascular 
endothel lal cel ls. COIlilllent cul tures of endothelial cel l s  were incubated at 370C for 24 h in 
the presence or absence of cadmium chloride (0.5， 1 or 2 μM)・ Values are means j: S.E. of 
six samples. Significantly different from the co汀esponding control ， * P < 0.05; *** P < 0.001. 
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カ ド ミ ウ ム が PA1 - 1 :Ag の 放 出 を 促進す る こ と が認め ら れた の で ， 次に ， カ ド

ミ ウ ム に 曝露 し た 血管内皮細胞 の PA1 - 1 遺伝子 の発現 を RT- PCR で 調べた 。 Fig. 1 -3 

に 示 す よ う に ， PAI - 1 mR NA レ ベ ル は カ ド ミ ウ ム の 濃度 依存 的 に 増加 し て い た 。 2

μM カ ド ミ ウ ム 処理 で は 対 照 と 比べて約1 2倍の 増加が認め ら れ た 。 こ れ に 対 し ， t

PA mR NA レ ベ ル は カ ド ミ ウ ム に よ る 影響 を 受 け な か っ た 。 従 っ て ， カ ド ミ ウ ム が
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血管内皮細胞の P AI - 1 産 生 を 転写 レ ベ ル で選択的 に 増加 さ せ る 結果 ， そ の 放 出 を 促

進 し た こ と が明 ら か に な っ た 。 カ ド ミ ウ ム に よ る PA1 - 1 放 出 の 選択的 な 促進が液相

中の線 溶活性 に 及ぼす景簿 を カド ミ ウ ム 処理血管内皮細胞のコ ンデイショ ンド メデイ
。 12 24 

。

ウ ム のフイプリ ンザイモ グ ラフィ ー に よ っ て検 討 し た 。 Fig. 1 - 4 に 示す よ う に ， コ ン

デイショ ンド メデイ ウ ム に は t-PA お よ び u- PA の 活性が認め ら れ， カ ド ミ ウ ム の 濃

Incubation period (h) 

Fig.13. Effect of cadm111m on the release of t-PA :Ag and PAl-1:Ag from cultured vascular 

endothellai cells. Confluent cultures of endothelial cells were incubated at 370C for 3，6or24 

いn恥presence or absence of cadmi um chloride (1μM). Values are means :t S.E. of six 

samples. 0， control;・， cadmium treatment. Significantly different from the coπesponding 

control米*P < O.Ol.
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度 に依存 し て と も に 低 下 し て い る のが観察 さ れ た 。 す な わ ち ， 血管内皮 細胞 に お い

て カ ド ミ ウ ム が選択的 に PAI - l 産 生 を 促進す る 結果 液相中の線 溶活性が低下す

る こ と が示 さ れ た 。

Cadmium 
(μM) 

。 0.5 2 
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Fig. 1-3. PAI-l and t-PA gene expression in vascular endothelial cells after exposureもo

cadmium. Confluent cultures of endothelial cells were incubated 370C for 24 h in the 

presence or absence of cadmium chloride (0.5， 1 or 2仙の. Thirty nanograms of poly (A +) bJAS from connuent cultures of endothelial cells we陀amplified by RT-PCR. The PCR 

amplification was performed for 35 cycles (PAI-l) or 25 cycles (t-PA). 
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Fig. 1-4. Fibrin zymography of the conditioned medium of cultured vascular endothelial 

cells. Confluent cultures of endothelial cells were incubated 370C for 24 h in the presence or 

absence of cadmium chloride (0.5， 1 or 2μM). 
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第2節 カド ミウ ム の作用の特 異性 第3節 細 胞 内 への カド ミウ ム の蓄積 細 胞傷 害およ び 蛋 白合成

カ ド ミ ウ ム に よ る 血管 内 皮細胞か ら PA1 - 1:Ag 放 出促進作用が明 ら か に な っ た

が この促進が重金属 に 一般 的 な 作用で あ る 可能性が考えら れ る 。 そ こ で ， 鉛 ， 銅 ，

ニッケル お よ び亜鉛 に 曝露 し た 血管 内 皮細胞か ら の P A1- 1 :Ag 放 出 を 検 討 し ， カド ミ

ウ ムの作用 と 比較 し た 。 Table 1 - 1 に 示す よ う に ， カ ド ミ ウ ム お よ びニッケル に PA1-

l :Ag 放出 に対す る 促進作用が認め ら れ た が ， カ ド ミ ウ ム に お い て よ り 強 い促進が認

め ら れ た 。 しか し なが ら ， 鉛 ， 銅お よ び亜鉛 に は その よ う な 促進作用 は 認め ら れ な

か っ た 。 従 っ て ， カ ド ミ ウ ム は 血管内 皮細胞 に お い て PA1- 1 :Ag の放出 を 選択的に増

加 さ せ る 重金属のひ と つ で あ り ， 重金属 に 一般 的 な 作 用 で は な い こ と が示 さ れ た 。

Table I - 2  に ， 血管 内 皮細胞内への カド ミ ウ ム の蓄積 を 示す。 細胞 内 カ ド ミ ウ

ムの蓄積 は ， カ ド ミ ウ ム の 処理濃度 に 依存 的 に 増加 し てい た 。

カ ド ミ ウ ム に よ る 血管内皮細胞か ら の PAI - 1 :Ag 放 出 促進作 用 が ， カ ド ミウ ム

に よ る 非特 異 的 な 細胞 毒性への応答 ， あ る い は 蛋 白 合成の非特 異 的 な 促 進 に よ る 可

能性が考えら れ る ので カ ド ミ ウ ム に 曝露 し た 血管 内 皮細胞か らの LDH の逸脱お よ

び細胞層酸不 溶性画分への[3 H jロイシ ンの取 り 込みを そ れぞ れ非特異 的 な 細胞傷害お

よ び全 体的 な 蛋 白 合成の指標 と し て調べた 。 Table 1 -3 に示す よ う に ， カ ド ミ ウ ム は

死細胞か ら 逸脱す る と さ れ る LDH の逸脱 に も[3 H jロイシ ンの取 り 込み に も有 意 な 影

響 を 及 ぼ さ ず ， 形態学 的 に も変化が 無かったので ， カ ド ミ ウ ムの PA1 - 1 :Ag 放出促進

作用が細胞傷害に よ る もので も 非特異 的 な 蛋 白合成の刺 激 に よ る もので も な い こ

と がィミ さ れ た 。
Table l-l 

Effect of heavy metals on the release of PAI-l:Ag from cultured vascular endothelial cells 

PAI-l:Ag Released 

(μ g/ 1 06 cel 1s) 

Fig_ 1-5 に ， カ ド ミ ウ ム に 曝露 し た 血管内皮細胞 に お け る メ タ ロチ オ ネイ ンの蓄

積を示す 。 メ タ ロチ オ ネイ ン は 重金属の毒 性 を 軽減 す る こ と が知 ら れて い る 低分子

量蛋 白 で あ る (Probst et a l .， 1 9 7 7) が ， 血管内皮細胞 に お い ても メ タ ロチ オ ネイ ン は

Control 
Cadmium 
Lead 
Copper 
Nickel 
Zinc 

1 .29 1 :t: 0.025 
1 .735 :t 0.002本 本

1. 1 46 :t 0.074 
1 .487 :t 0.070 
1 .650 :t 0. 1 1 1  * 
1 .324 :t 0.039 

Table 1-2 
Accumulation of cadmium in cultured vascular endothelial cells 
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Cont1uent cultures of endothelial cells were incubated at 370C for 24 h in the presence or 

absence of cadmium chloride， lead chloride， copper chloride， nickel chloride， and zinc sulfate 
at 1μM each. Values are means :t S.E. of four samples. Significantly different from the 

control， * P < 0.05; ** Pく0.01.
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Cont1uent cultures of endothelial cells were incubated at 370C for 24 h in the presence or 
absence of cadmium chloride (0.5， 1， 2 or 5μM). Values are means ::!: S.E. of five samples. 
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カ ド ミ ウ ム に よ っ て濃度依存 的 に 誘導 き れ てお り ， PAI- 1 :Ag 放出 が促進 さ れ る 条件

下 でも カ ド ミ ウ ム に 対 す る 防御応答が行 わ れ ， 細胞内 に カ ド ミ ウ ム が蓄積 し で も細

胞毒性が発現 さ れ な い こ と が示唆 さ れた 。

第4節 自己分泌型増殖因子の関与の可能性

と こ ろ で， 血管 内 皮細 胞 は 自己分 泌型機能調 節 因子 の産生能 を 有 し て い る 。 塩

基性線 維芽細胞増殖 因子 (bFG F) は 血管 内 皮細胞が産生 し て い る 代 表的 な 自己分泌型

機能 調 節 因子 で あ る が ， その分子 中 に はシ グナル 配列が存在ぜ、ず ， 重篤に 傷害 き れ

た 内 皮 細 胞 あ る い は 死細 胞 か ら 逸 脱 し ， そ の 活 性 を 発現 す る と 考 え ら れ て い る

Table 1-3 

The leakage of lactate dehydrogenase (LDH) and the inco中oration of [3H]leucine into the 

acid-insoluble fraction in cultured vascular endothelial cells treated with or without cadmium 
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eH]Leucine incorporation 

(dpm/μg DNA) (G aj dusek and Carbon， 1 9 8 9 ; R i fk i n  and Mosc ate l l i ，  1 9 89 ) 。 カ ド ミ ウ ム の PAI - 1 :Ag 
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2.546 :i: 0.096 
2 .206 :i: 0. 1 38 
2.058:i: 0. 1 73 
2. 1 73 土 0. 1 1 7

2344:i: 77 
2477:i: 56 
2635:i: 1 7  
2583:i: 1 06  

放 出 促進作用が カ ド ミ ウ ム に よ っ て傷害 さ れ た 血管 内 皮細胞か ら 逸脱 し た bFG F に

よ る 二次的 な 作用 で あ る 可能性が考えら れ る 。 しか し なが ら ， bFG F に よ る 線 溶 蛋

白 の産生 ・ 放出 への影響 は 不明で あ っ た 。

o 1 2 3 4 5 
Cadmlum Concentration (μM) 

ま た ， 形質転換 増殖 因子 ß(TG F ß) は 血管 内 皮細胞か ら の PAI - 1 放出 を 選択的 に

促進す る こ と が知 ら れて い るサイ ト カイ ンで あ り ， 血管 内 皮細胞 は TG F ß の産生能

も有 し て い る (Kesk i -Oj a， 1 9 8 8 ; Sc h leef et al . ，  1 9 8 8) 。 カ ド ミ ウ ム の作用が TG F ß を

介 し二次的 に PAI - 1 放 出 を 促進 さ せ た 可能性も考えら れ る 。

さ ら に エ ンドセリン ー1は 血管 内 皮細胞 に お い て細 胞 内 カルシ ウ ム 依存性

の経 路 を 介 し てその産生 ・ 放 出 が刺 激 さ れ る こ と が 知 ら れてい る 血管収縮ペプチド

で あ る 。 カ ド ミ ウ ム は 細胞 内 に お い て カルシ ウ ム アナロ グ と し て働 き 得 る こ と が知

ら れ て い る (Haber mannユ9 83'{J)で ， カ ド ミ ウ ム が カルシ ウ ム 依存性の経 路 を 刺 激 し ，

エンドセリンーlの産生 ・放出 を 増加 さ せ た 結 果 ， 二次的 に P AI-1 放 出 が促進 さ れ

た 可能性も 考えら れ る 。 しか し なが ら ， エ ンドセリンに よ る 線 溶 蛋 白 の産生 ・ 放出

への影響も不明で あ っ た 。

そ こ で ， カ ド ミ ウ ム に よ る 血管 内 皮細胞か ら の PAI- 1 :Ag 放 出促進作用 が血管

内皮細胞が産生す る bFG F， TG F ßお よ びエ ンドセリン を 介 し た 二次的 な 作用 で あ る

可能性 に つ い て検討 し た 。

Contluent cultures of endothelial cells were incubated at 370C for 2 4  h in the presence or 

absence of cadmium chloride (0.5， 1 or 2 μM) and labeled with or without [3H]leucine during 

the last 3 h of the incubation. Values are means :!: S.E. of five samples. 
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Fig. 1-5. Accumulation of metallothionein in cultured vascular endothelial cells. Contluent 

cultures of endothelial cells were incubated at 370C for 24 h in the presence or absence of 

cadmium chloride (0.5， 1 or 2 μM). Values are means :l:: S.E. of five samples. 
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ま ず ， 血管 内 皮細胞か ら の線 溶 蛋 白 放 出 に 対 す る bFG F の作用 を 検 討 し た o

Fig. 1 - 6 に 示す よ う に 1 ng/ml 以 上の bFG F は 血管 内 皮細胞か ら の P AI- 1 放出 を 濃

度依存 的 に 有 意 に 抑制 し てい た 。 t-PA 放 出 も bFGF に よ っ て有意 に 抑制 き れて い た 。

線 溶 蛋 白の放出 に 対す る bFG F の こ の よ う な作 用 様式 は ， P AI - 1 放出 を 選択的 に 促

進 さ せ た カ ド ミ ウ ム の作 用 様 式 と は ま っ た く異 な っ て お り ， カ ド ミ ウ ムの作用 が

bFG F を 介 し た もので は な い こ と が示唆さ れ た 。
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Fig.16. Effect of bFGF on the release of t-PA:Ag and PAl- 1 : Ag  from cul tured vasculaI 

CIIdothel lai cel ls . Confluent cululres of endothel lal cel l s  were Incubated at37。c fOI24 h in 

the presence or absence of bFGF ( 1 ， 10 or 100 ng/ml) .  Values are means :t S.E. of six 

samples . Significantly different from the corresponding control ， * Pく0.05; * *p < 0.0 1 .  

2 0  

次 に ， エ ンドセリ ン に つ い ても 同 様の検 討 を 行 っ た と こ ろ ， Fig. I- 6 に 示 す よ う

に 1 n M 以 上のエ ンドセリ ン ーl は 血管 内皮細胞か ら の t-PA 放 出 を 濃度 依存 的 に 有

意 に抑制 し てい た 。 こ れ に 対 し PAI - 1 放 出 はエ ンドセリ ンーi に よ る 影響 を 受 け な

か っ た 。 線 溶 蛋 白の 放 出 に 対す る エ ンドセリ ンーlの こ の よ う な 作 用 様式 も ， カ ド

ミ ウ ム の作 用 様式 と は ま った く異 な ってい た 。 従って， カ ド ミ ウ ムの P AI - 1 放 出 促

進作用 がエ ンドセリ ンーl を 介 し た もので は な い こ と も示唆 さ れ た 。
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Fig. 1・7. Effect of endothel in ・ 1 on the release of t-PA:Ag and PAト l :Ag from cul tured 
vascular endotheJial cel ls .  Confluent cuJtures of endothel ial cel ls  were incubated at 370C for 
24 h in the presence or absence of bFGF ( 1 ，  1 0 0r 1 00  nM ) .  Values are means :t S.E. of s ix 
samples. Significantly different from the co汀esponding control， 本 P < 0.05; * * *  P< 0.0 1 . 
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次に ， カ ド ミウ ムの PAI-1 放出促進作用が TGFß を 介 し た 二次的 な 作用 で あ る

可能性 を ， 抗 TG F ß抗体の存在 下 に お け る カ ド ミウ ムの作用 を 調べ る こ と に よ っ て

検 討 し た o Table 1-4 に 示す よ う に ， カ ド ミウ ム に よ る PAI-1 :Ag 放出促進作用 は ，

抗 TG F ß抗体の存在 下 に お い ても認め ら れ た o 従 っ て ， カ ド ミウ ムの PA1 - 1 :Ag 放

出促進作用が TGF ßを 介 し た もので は な い こ と も示 唆 さ れ た 。

Table I-4 
Effect of anti-TGF ß antibody on cadmium-induced stimulation of PAI -1 : Ag release from 

vasc u lar endoth elial cel ls .  

Control 
Cadmium 

Anti-TGFß antibody 
Cadmium + Anti-TGFß antibody 

Anti-IgG antibody 
Cadmium + Anti-IgG antibody 

PAI- 1 :Ag Released 
(μg/ 1 06 cel ls) 

0.49 1 :i: 0.0 1 8  
0.622 :t 0.028 

0.729 :t 0.03 1 
1 .069 :t 0.036 

0.84 1 :t 0.023 
1 . 1 06 :i:: 0.065 

COIli11lent cultures of endothel lai cell s  were incubated at370C for 24 h ln the presence or 
absence of cadmium chloride at 2 μM each. Values are means ::!:: S .E. of four samples. 
Significantly different from the corresponding control ， ** P < 0.01; *** P < 0.001. 

2 2  

第5節 考察

血管 内皮細 胞の機能障 害が動脈硬化病変の引 き金 に なっ てい る よ う に ， 内皮細

胞 を 傷害す る 因子 は 血管 病 変の誘発因子 に な り 得 る ( Ross， 1 9 9 3 ) 。 カ ド ミ ウ ム は 血

管病変 を 引 き 起 こ す 因子 で あ る こ と が報告 さ れて き た 重金属 で あ る ( Revis et a l. ，  

1 9 8 1 ; Sc h roe der ，  1 9 6 4 ; Sc h roe der，  1 9 65 ; Evans an d Weingarten ， 1 9 9 0 ; Ni wa an d 

Suz uki， 1 9 8 2 ) が ， 本 章 に お い て カ ド ミ ウ ム が PAI - 1 の産生 ・放出 を 選択的 に 促進す

る 結 果 ， 液 相の線 溶活 性 を 低下 さ せ る 因子 で あ る こ と が示 さ れ た 。 こ の結果 は ， カ

ド ミ ウ ム が 誘発す る 動 脈硬化病 変 などの血管病変 は この重金 属 が血管 内 皮 細胞 に 対

し直接作用 し てる持容活性 を 低下 さ せ る こ と がヲ| き金 に な る こ と を示 唆す る ものであ っ

た 。 す な わ ち ， 動脈硬 化病 変 に お い て は 血管 内 お よ び血管組織 内の凝 固 が一般 的 に

観察 さ れ る が ， 内 皮細 胞が介在 す る 線 溶活 性の カ ド ミ ウ ム に よ る 低下 は 動脈硬化病

変 に お け る 凝固促進性 に 反映す る と 考えら れ ， その機序のひ と つが PAI -1 産 生の 転

写段階 での 選択的 な 刺 激で あ る こ と が示 さ れ た 。 な お カ ド ミ ウ ム と 血液凝 固 系の

関係 に つ い て は ， カ ド ミ ウ ム が組織 因子 (血液凝固第III 因子) を 直接 的 に し かも顕著

に 活 性 化 し ， 外 因 系 血液 凝 固 カ スケ ー ド を 作 動 さ せ 得 る こ と が 報 告 さ れ て い る

(Corson an d Kon igsberg， 1 9 8 0 ) 。

血管 内皮細 胞 層 酸不 溶性画 分への13 H] ロイ シ ンの取 り 込み お よ び培地 中 への

LDH の逸脱が カ ド ミ ウ ム に よ っ て変化 し な か っ た こ と か ら PAI-1 産 生 ・ 放 出の促

進が カ ド ミウ ム に よ る 非特異 的 な 蛋 白 合成の変化や細胞毒性への応答で は な い こ と

が示 さ れ た 。 カ ド ミ ウ ム が別の蛋 白 を 誘導 し ， その蛋 白が二次的 に PAI-1 放 出のみ

を 促進 し た 可能性が あ り その候補 と し て PAI - 1 産生のみ を 促進す る こ と が報告 さ

れ て い る TGFß(Sc h leef et al . ， 1 98 8 ) お よ び IL- 1 ß(Sc h leef et a l .， 1 9 8 8 ; Sak se la  et a l . ，  

1 9 8 7 ; Sawdey et  a l . ，  1 9 8 9 ) が考えら れ る が ， 抗 T G F ß抗体存 在 下 でも カ ド ミ ウ ムの
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作用が認め ら れ たこ と か ら カ ド ミ ウ ムの作用 が T G F ß を 介 し たと は 考えら れず ， ま

た血管 内 皮細胞 は IL- 1 ßの産生能が な い こ と か ら カ ド ミ ウ ムの作用が IL - 1 ß を 介 し

たと も考えら れ な い 。 ま た， bFG F お よ びエ ンドセリ ン ーl は 血管 内 皮細胞が産生

し てい る 自己 分泌型機能 調節因子 で あ る が ， これ ら の線 溶 蛋 白 放出 への作用 様式 は

カ ド ミ ウ ム の作 用 様式 と は ま っ たく異 な っ てい たこ と か ら ， これ ら の因子の二次的

な 関与もな い こ と が示 さ れ た。

一方 ， 血管 内 皮細胞の PA I- 1 産 生 はプロテイ ンキナ ーゼ、Cの活性化で 促進 さ れ

(Kooistra et al .， 1 99 1 )  ， 細胞内 cy c l ic AMP の増加 に よ っ て 抑制 さ れ る (Franc is an d 

N eely， 1 9 89 ) 0 従 っ て ， カ ド ミ ウ ム に よ る PA I- 1 産生の促進 は ， プロテイ ンキナ ー

ゼCの活性化 あ る い は細胞内 cyc l ic AMP 量の減少 に起 因 す る 可能性が考えら れ る 。

し か し なが ら ， トロ ンピ ン (Er ick son et aL， 1 9 85 ) やホ ル ボ ー ルエ ステ ル (Kooistra et 

al.， 1 99 1 ; G ru l ic h -Henn  an d Mü l ler -B urghaus， 1 9 9 0) な どのプロテイ ンキナ ー ゼCを

活性化す る もの は 血管 内 皮細胞か ら の t-PA お よ び P A I- 1 放 出 を と も に 促進 し ，

方 コ レ ラ トキシ ン ， フオ ルス コリ ン ， IB MX お よ びプロ ス タグ ラ ンジ ン El な どの細

胞内 cy c l ic AMP レ ベ ル を 増加 さ せ る ものは t- P A お よ び PA I- 1 の 放 出 を と も に 抑制

す る (Franc is an d N eely， 1 9 89 )  0 ヒス タ ミ ン は t -PA 放 出 を 促進す る が PA I- 1 放出 に

は影響 を 与えず (Hanss an d Col len， 1 9 87 )  ， t -PA お よ び P A I- 1 の放出 は 必ず し も共

役 し な い こ と が示 さ れて い る がその機序 は不明で あ る o 血管 内 皮細 胞内 に は カ ド ミ

ウ ム が蓄積 し てい たが ， その7 0 '"'--8 0 % は 可溶性画分 に お い て メ タロチ オ ネイ ン と 結

合 し て毒性発現 に 関与 し て い な い こ と が分かつてい る (Kaj i et a l. ，  1 9 9 2 a) 0 従 っ て ，

細胞内 に 蓄積 し たカ ド ミ ウ ムの2 0 '"'--30 %の毒性発現型が ， PA I- 1 の産生 ・放 出 を 選

択的 に 刺激す る 細胞内情報伝達経 路 に 対 し て毒 性 を 発現 し た と 推 察 さ れ る がその経

路は現在未解明で あ り ， カ ド ミ ウ ムの P A I- 1 産生 に 対す る 毒性発現機構の解 明 は今

後の課題で あ る 。
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以 上 を ま と める と カ ド ミ ウ ム が血管 内 皮細胞の P AI - 1 の産生 ・ 放 出 を 選択的

に 促進 す る 結 果 液相 中の線 溶活 性 を 低下 す る こ と が示 さ れ た 。 す な わ ち ， カ ド ミ

ウ ム が血管 内皮細胞表層 に お い て血液 を抗線 溶 に 傾け る こ と が示 唆 さ れ た。 この よ

う な カ ド ミ ウ ムの作用 は ， 自己 分泌型機能 調節因子 に よ る 二次 的 な 作用 で あ る と い

う よ り も細胞内 に 蓄積 し た毒性発現型の カ ド ミ ウ ム が PA I- 1 産生 を 選択的 に 促進す

る 細胞内情 報伝達経 路 を 刺 激 し た 可能性が 高い と 推 察 さ れ た 。 カ ド ミ ウ ム は 単 に 直

接的 に 血液 凝 固 を 促進す る だけで な く ， 血管 内 皮細 胞が 調 節す る 線 溶 活性 を 低下 さ

せ る こ と を 通 じ て 血液の凝 固促進性 を 強 める こ と が推 察 さ れ た 。 この よ う な カ ド ミ

ウ ム の作用 は ， カ ド ミ ウ ム に よ っ て 誘発 き れ る 血管 病 変 に お け る 凝 固促進性の理解

に 重 要 で あ る と 考えら れ た。
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第H章 血管内皮細胞の線溶調節 に対する鉛の毒性発現

鉛 は ， カ ド ミ ウ ム と 同 様 に 動脈硬化お よ び 高血圧 を 引 き 起 こ す こ と が知 ら れて

い る が ， 細胞 レ ベ ル での毒性発現機序が不明で、 あ っ た 重金属 で あ る (Revis et  a l . ，  

1 9 8 1 ; Perry et  a l .， 1 9 8 8 ; Chai  and Webb，  1 9 88 ; Lal et a l . ，  1 9 9 1 ) 0 細胞培養系 を 用 い

た研究で は ， 鉛が血管 内 皮細胞 に 対 し て ， 細胞毒性 を 発現せず に 血管 内 皮 細胞ヘパ

ラ ン硫 酸の 産生 を 抑制す る こ と (Kaj i et a l . ，  1 9 9 1 ) お よ びそ の 産 生 の抑制がコア蛋 白

あ た り のヘパ ラ ン硫 酸の糖鎖数 の滅少 に起 因 す る こ と (Kaj i et a l .， 1 9 9 7) が示 さ れて

き た 。 さ ら に ， 血管 内皮細胞の 増殖 が鉛 に よ っ て抑制 さ れ る (Kaj i et a l . ，  1 9 9 5 a) の に

対 し ， 血管平滑筋細胞の 増殖 は 刺 激 さ れ る ( Fuj iwara et a l. ，  1 9 9 5 ) こ と も明 ら か に き

れてい る 。 こ れ ら の 結 果 は ， 鉛が血管 内 皮細胞 を 含 む 血管 構成細胞 の 機能 異常 を通

じ て ， 血管 病変 を 誘発 さ せ る こ と を 示 唆す る と と も に ， そ の毒性発 現様式が カ ド『

ウ ム の 様式 と は 異 な る こ と を 示すもの で あ っ た 。

前 章 に お い て ， カ ド ミ ウ ム が血管 内 皮細胞か ら の PAI -1 放出 を 選択的 に 促進す

る 結 果 ， 7'夜相 中 の 線 溶活 性 を 低下 さ せ る こ と が明 ら か と な っ た 。 そ こ で ， カ ド ミ ウ

ム と 同様 に 血管病変 を 誘発す る 鉛 に つ い て も ， 線 溶蛋 白 の 放出 に 対す る 作用 を 明 ら

か に す る こ と が必要 で あ る 。

そ こ で本章 で は ， 培養血管 内 皮細胞 を 用 い て t -PA お よ び PAI - 1 の 放 出 に 対す

る 鉛の作用 を 調べ， そ の 結 果生 じ る 液相 の 線 溶 活性 の 変化 に つ い ても検 討 を 加える

と と も に 血管 内 皮細 胞の 線 溶蛋 白 の 放出 を 指標 と し た と き の 鉛 の毒性発現様式 を

カ ド ミ ウ ム の 作用様式 と 比較 し た 。
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第1節 線溶蛋白の放出および液相の線溶活性

Fig. I I - 1 に ， 血管 内 皮細胞か ら の t- PA :Ag お よ び PAI -1 : Ag 放 出 に 対す る 鉛の 作

用 を示す o t -P A :Ag に ワい て は ， 2 μM 以 上 の 鉛 に よ る 有 意 な 放出 の 抑制が認め ら れ

た 。 こ れ に 対 し ， P AI -1 :Ag 放出 に つい て は ， 1 0 μM ま で の 鉛 に よ る 有 意 な 変化 は 認

め ら れ な か っ た 。 こ の 結 果 は ， 血管 内皮細胞 に お い て鉛が t -PA: Ag 放 出 を 選択 的 に

抑制す る こ と を 示 し てい た 。

血管 内 皮細 胞の培養上 清 中 の 線 溶 活性 をフイプリ ンザイ モグ ラ フイ ー で 調べた

と こ ろ ， Fig . II -2 に 示 す よ う に ， t -PA お よ び u -PA の 活性が認め ら れ た が ， 鉛 に よ

る u - PA 活性の 変化 は 認め ら れ な か っ た 。 こ れ に対 し ， t- PA 活性 は 5 μM の 鉛 に よ っ

て低下 し て い た 。

(i) 750 t-PA PAI・1 3 1‘咽5 s 。υ 
ω 0 ω o 

き500 2 通ミ与
、-

23 2 250 

3 
--. • • 1 

《。 《。

E4 eL - F ‘a z 
。 。

。 2 4 6 8 10 。 2 4 6 8 10 

Lead Concentration (μM) 

Fig .  11・ 1 . Effect of lead on the release of t-PA:Ag and PAI- 1 :Ag  from cultured vascular 
endothel ial cel ls . Confluent cultures of endothel ial cel l s  were incubated at 370C for 24 h in  
the presence or  absence of  lead chloride (2 ，  5 or  1 0 μM). Values are means :!:: S.E. of s ix  
samples . Significantly different from the co汀esponding control ， * *p < 0.0 1� * 本 *p < 0.00 1 .  

2 7  



Lead 
(μM) 

。 1 2 5 

4- t-PA 
←u-PA 

Fig. I I-2 Fibrin Z3 graphy of the conditioned medium of cultured vascular endothelial 

cell s . Co山ntωぷs of en帥el凶cell s were incuba叫370C f，山h in川resence

or absence of lead chloride ( 1 ， 2 or 5 μM)・
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第2節 鉛の作用の特異性

鉛が血管 内 皮細胞か ら の t- PA 放 出 を 抑制す る こ と が明 ら か に な っ たので， 鉛の

作用の特異性 を 検討 し た 。 Table II- l に 示す よ う に ， 鉛 カ ド ミ ウ ム ， 銅， ニッケル

お よ び亜鉛 に 曝露 し た 血管 内 皮細胞か ら の t-PA :Ag 放 出 を 調べた と こ ろ ， 鉛 に 有 意

な 放 出の抑制が認め ら れ た 。 ニッケル に t- PA :Ag 放出 を 低下 さ せ る 傾向が認め ら れ

たが有 意 で は な く， その他の重金属 に は t- PA:Ag 放出抑制作 用 は 認め ら れ な か っ た 。

す な わ ち ， 鉛 は 血管 内 皮細胞 に お い て t-P A:Ag の 放出を選択的 に 促進す る 特有の重

金 属 で あ る こ と が示 さ れ た 。

Table II -l 

Effect of heavy metals on the release of t-PA:Ag from cul tured vascular endothel ial cel l s  

Control 
Lead 
Cadmium 
Copper 
Nickel 
Zinc 

t-PA:Ag Released 
(ng/ l 06 ceIls) 

144.4 :t 4.5 
1 28.4 :t 4.0本
1 49.8 :t 8.7 
1 34.7 :t 0.5 
1 26.5 士 7.3
1 34.3 :t 5.2 

Confluent cultures of endothel ial cel ls were incubated at 370C for 24 h in the presence or 
absence of lead chloride， cadmium chloride， copper chloride， nicke chloride， and zinc sulfate 
at 1 μM each.  Values are means ::t S.E. of four samples. Signi ficantly different from the 
control ， * P < 0.05. 
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エ ンドセリ ン �l存在下 に お け る 鉛の作用 を 検討 し た と こ ろ ， I I  -3 F ig . 
次 に ，生 理 的 因 子による線溶調節 に対する鉛の作用第3節

鉛のt-PA:Ag 放出抑制作 用 はエ ン ドセリ ン ー 1 存在 下 でも認め ら れ た 。

鉛 に よ っ

に示す よ う に ，

エ ンドセリ ン ーl に よ る 血管 内皮細胞の t-P A :Ag 放 出 の抑制 が，
こ れが生 す な わ ち ，

て強め ら れ る こ と が示 さ れ た 。t - P A  

t -PA:Ag 放 出 を 抑制 す る こ と が示 さ れ た が，

理 的 因子が介在す る 線 溶 調節に 影 響 を お よ ぽ す 可能性 が考えら れ る o そ こ で ，

鉛が血管 内 皮細胞か ら の

生理的 因子 で あ る トロ ン ピ ン お よ びエ ン ドセリ ン �l に よこ れ ら の結 果か ら ，前 章 に お放出 を 促進す る こ と が報告 さ れて い る トロ ン ピ ン (Levi n et al .， 1 9 84 ) と ，

鉛 に よ っ て抑制 的 な 修飾 を 受 け る こ と が示 唆 さ れた 。る t-P A 放 出 が，al. ，  et (Kaj i  放 出 を 抑制す る こ と が明 ら か に な っ たエ ン ドセリ ン ーlt-PA い て

1 99 2 b) 存在下 に お け る 鉛の作用 に つ い て調べたO

トロ ン ビ ン 存在下 に お け る 鉛の作用 を 示す o 血管 内 皮細胞か ら の

鉛 は トロ ン ピこ れ に 対 し ，

I I - 2 Fig. 

亡コ
仁コ1 μM Lead

Control 
15 (

2
3u@O
 

放 出 は トロ ン ピ ン に よ ヮ て有 意 に 促 進 さ れ た 。

トロ ン ピ ン に よ る 刺 激 は滅弱 さ放 出 を 有意 に 抑制 し ，

t -P A:Ag 

ン 存在下 に お い ても t-P A:Ag

10 

5 

F\OE)
3
g
ω一
ωE
044一《色，H

れた 。

仁コ
仁コ1 μM Lead

Control 1 8  

。
1 2  

100 n M  ET・1
Fig.  I I-4. Effect of lead on the endothelin-1-induced increase in the release of t-PA:Ag from cultured vascular endothel ial cel l s . Confluent cultures of endothel ial cel l s  were incubated at 370C for 24 h in the presence or absence of lead ( 1 μM) combined with or without endothel in- 1 
( 10 0r 1 00  nM) . Values are means 土 S .E. of four samples . Significantly different from the 
corresponding control ， 叩 く 0.05. ET - 1 ，  endothel in・ 1 .
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。
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Fig. Il-3. Effect 山仰 いm山ω mcreωe in the release of tで(litz:ultured vaseul r 1 dothdial cel l s  Confluent cultures of endothei凶 cells we陀 1 1
3内 ω.4 h irμ P悶附 Oぽr aめbs詑悶e釘I附 山a“d (υ1 μ州州M附4め) c∞om酬bined wit出h α…vヤ…叩叫ν川叩川v引川川i口川伽t吐t
(ρ0.5 0ぽr 1 .0 NIH unit凶s/mlり) . Val ues are means ± S.E of four samples - SIgnlIleantly dlfferent 
from the coπesponding control ， * P く 0.05. THR， thrombin.  
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第4節 細 胞傷 害およ び蛋 白合成

血管 内 皮細胞か らの t-PA :Ag 放出が鉛 に よ って抑制 さ れ る こ と が示 き れた が ，

鉛の作 用が ， 鉛 に よ る 非特異 的 な 細胞傷害 あ る い は 非特 異 的 な 蛋 白 合成の阻害に よ

る 可 能性が考えら れ る o そ こ で ， 鉛処理 し た 血管 内 皮細胞か ら 逸脱 し た LDH の活性

お よ び細胞層 酸不溶性画分への[ 14Clロ イシ ンの取 り 込み を 調べた が ， Tab le rr -3 に

示す よ う に ， 培 地 中 への LDH の逸脱の増加も ， [ 1 4C]ロ イシ ンの取 り 込みも5 μM 以

下の鉛 に よ って有 意 に 変化 し な かった o 従って ， 血管 内 皮細胞か ら の t-PA:Ag 放出

に対す る 鉛の抑制作用 は ， 鉛 に よ る 細胞傷害に よ る もの でも非特 異 的 な 蛋 白 合成の

阻害に よ る ものでも な い こ と が示 さ れ た 。

;ご江己;Lg伊p阿eω吋of山f
acα1吋d-insoluble fraction in cultured vascular endot出helia叫1 cell s  treated with or without lead 

Control 
1 μ.M Lead 
2 μM Lead 
5 前l Lead

LDH leakage 
(IU/L) 

8.838 :t 0. 1 65 
6.484 :t 0.306 
5.892 :t 0.733 
9.375 :t 0. 1 24 

C4C]Leucine incorporatlon 
(dpm/μg DNA) 

1 886 :t 94 
1 8 1 8 :t 1 55 
1 975 :t 1 38 
1 864 :t  1 07 

Confluent cult of endothelial cell s  Were Incubated aI37oC for 24 h in the PIeSenCC Of 
abse附 山
last 3 h of the incωubation. Val ues are means :t S .E. of five samples. 
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第5節 考察

動脈硬化 ， 高血圧お よ び血栓症 は 相互 に 強 く関 係 し てい る 。 血管 内 皮細胞 は 血
管4又縮(Yanag isawa. 1 9 8 8) お よ び血液凝固 ・線溶系の 調 節 に よ って そ れ ら 血管病
変の防御に 関 与 し てい る と 考え ら れ て い る 。 本 章 に お い て 鉛が血管 内皮細胞か ら
の t-PA 放 出 を 選択的 に 抑制 し ， その結果液相 中の線溶活性 を 低下 さ せ る こ と が示 さ
れた 。 こ の 結果 か ら ， 鉛が誘発す る 血管病 変が抗線溶 に起 因 す る 凝 固 促進性 の増強
が含 ま れ る こ と を 示唆 さ れ た 。 す な わ ち ， 鉛 は ， 内 皮細胞増殖の阻害 (Kaj i et a l . ，  
1 9 95 ) と その結果 と し ての傷害内皮の修復 阻害 (Fuj i wara et a l . ，  1 9 9 7) や血管平滑筋
細胞増殖の刺激 (Fuj i wara et a l . ， 1 9 95 ) だ け で な く， 血管 内 皮細胞層のヘパ ラ ン硫 酸
プロテ オグ リ カ ンの代 謝異常 (Kaj i et al ，  1 9 9 1 ; Kaj i  et a l. ，  1 9 9 7 ) に起 因 す る 凝固促進
性お よ び本 章 で示 さ れ た 線 溶活 性の低下 を 通 じ て血管病 変の発症 と 進展 に 寄 与 し 得
る こ と が示唆 さ れ た 。

血管 内皮細胞の t-PA の産生 ・放出 は トロ ン ピ ン (Levin et a l . ，  1 9 8 8) お よ び ヒス

タ ミ ン (H anss an d Col len ，  1 9 8 7) に 刺 激 さ れ る が ， エ ンドセリ ン ( Kaj i et a l . ， 

1 9 9 2 b) ，  TG F ß  (Sakse la， 1 9 8 7) ， IL- 1 ß (Sc h leef ， 1 9 8 8 ) お よ び TN Fα (Sc h leef ， 1 9 88 )  

に よ って抑制 さ れ る こ と が知 ら れて い る 。 す な わ ち ， 血管 内皮細胞 は 自発的 に t-PA

を 産坐 ・放 出 す る だ け で な く， 血管の生理 的 あ る い は 病理 的状 態 に 応 じ て生理的 因

子 に 応答 し て t- PA の産生 ・放出 を 調 節 し ， 血管組織の恒常性維持 に 寄 与す る もの と

さ れて い る 。 本章 に お い て トロ ン ピ ン お よ びエ ンドセリ ンーl に よ る t-PA 放 出の
調 節 を 鉛が抑制 的 に 修飾す る こ と が示 さ れ た 。 この結 果 か ら ， 鉛が自発的 な t-PA 放
出 を 抑制 す る だ け で な く 生理 的 因子 に よ る t- PA 放出の促進 的 調 節 に 対 し て は 阻害
的 に 作 用 し ， 抑制 的 調 節 に 対 し て は過剰 な 抑制 を 誘発 し ， 線 溶 系の正常 な 調 節 を 妨
げ る こ と が示 唆 さ れ た 。
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血管 内皮細 胞 t -PA の産生 ・放出 を 介在す る 細 胞 内 情報伝達経路 に つ い て は プ

ロ テ イ ン キナ ー ゼCの活性化 (G rul ic h -Henn and  M tille r -B erghaus， 1 9 9 0 ) に よ る 刺激

と 細 胞 内 c yc lic AMP の増加 (Franc is and Neely， 1 9 89 ) およ び細 胞 内 カ ルシ ウ ム の増

加 (Kaj i et al. ，  1 99 2 b) に よ る 抑制 が知 ら れて い る 。 従 っ て ， 鉛 に よ る t -PA 放 出 の減

少 は (i ) プロ テ イ ン キナ ー ゼCの阻害 ， (i i ) 細 胞内 c yc l ic AMP 量の増加 ， (i i i ) 細 胞 内

カ ルシ ウ ム の増加の可能性 が考 え ら れ る 。 鉛 処理血管 内皮細 胞 におけ る [ 14CJロ イシ

ン の取 り 込みおよ び LDH の培 地 中 への逸脱 を 調べ た が変化 は な く， 鉛の作 用 が細 胞

傷害およ び非特異的蛋 白 合成の変化 に よ る 可能性 は排 除 で き る 。 鉛 は細 胞 内 カ ルシ

ウ ム を 増加 さ せ る だ け で な く (G oldstei n ， 1 9 77 ) 細 胞 内 で カ ルシ ウ ム アナロ グ と し て

作用 し 得 る (G oldste in and Ar .  1 9 8 3 )  0 し か し な が ら ， エ ンドセリ ン は細 胞 内 カ ルシ

ウ ム 量 を 増加 さ せ (Takuwa， 1 9 9 0 ;  Yokoyama， 1 9 9 1 ) そ の結 果 t- PA の産生 ・放出 を

抑制す る (Kaj i et al .， 1 9 9 2 b) に もかかわ ら ず ， エ ンドセリ ン ー l 存在下 でも鉛 に よ

る t-PA 放出の抑制が認め ら れ た こ と か ら ， 鉛の作 用 が細 胞内 カ ルシ ウ ム 依存性の経

路を 介 し て い る と は 考え に くい o 予備 的 な実験におい て ， 鉛 は アデ ニ レ ー トシ ク ラ ー

セ活性化剤フ オ ルス コリ ン の存在下 におい ても t- PA :Ag 放出 を 抑制 し た が ， ホ ス ホ

ジ エ ス テ ラ ー ゼ 阻害剤 IB MXおよ び、8 -B romo c yc l ic AMP の存在下 で は 鉛の作 用 は 消

失 し ， 鉛がホス ホジ エ ス テ ラ ー ゼ を 阻害す る こ と に よ っ て細 胞 内 c yc l ic AMP を 増加

さ せ ， t-PA の産生 ・放出 を 抑制 し た 可能性が示唆 き れ てい る 。 し か し な が ら ， 鉛 に

よ る 血管 内皮細 胞の t -PA 産生 ・ 放出の抑制機序 に つ い ての詳細 は 不明で あ る 。

以上の結果か ら ， 鉛が血管 内 皮細 胞の t-PA 放 出 を 非特異的 な 蛋 白 合成の変化お

よ び細 胞毒 性の発現 を 伴 う こ と な く抑制す る こ と が示 き れ た 。 前 章 におい て示 さ れ

た よ う に カ ド ミ ウ ム は 血管 内皮細 胞か ら のPAI- 1 放 出 を 選択的 に 促進す る こ と に よ っ

て液相の線 溶活性 を 低下 さ せ る のに 対 し ， 本章 におい て鉛 は t- PA 放出 を 選択的 に 抑

制す る こ と に よ っ て 液相の線 溶 活性 を 低下 さ せ る こ と が示唆 さ れた o す な わ ち ， 血
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管 内皮細 胞の線 溶調節 におい て ， カ ド ミ ウ ム は PAI - 1 の産生 ・放出 に 毒性 を 発現す

る のに 対 し ， 鉛 は t- PA の産生放 出 に 対 し て毒性 を 発現す る こ と が明 ら か と な っ た 。

これ ら の結 果 は ， カ ド ミ ウ ム と 鉛が 血管 内皮細 胞の線 溶調 節 に 対 し て異 な る 作用 様

式 で 共 に線 溶活性 を 低 下 き せ る 重金属 で あ る こ と を示 し てい た 。 鉛 に よ る 血管 内 皮

細胞表層 の線 溶活性の低下 は ， 血管 内の血液 を 凝固促進性 に 傾 け ， 動脈硬化 を 含 む

血管病 変の発症 と 進展 に 寄 与す る もの と 推察 さ れ た 。
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第 E 章 血 管 平 滑筋細胞および線維 芽細胞の線溶 調節 に 対 する カ ド ミ ウ ム お

よび鉛の 毒性発現

血管 は ， 内 腔 を 一層 に 覆う血管 内 皮細 胞 ， 中膜の血管平滑筋 細胞お よ び外膜の

線維芽細胞 か ら 構成 き れ てい る 。 血管 内皮細 胞が 血液 と 直接 接す る 唯 一の細胞 で あ

り 血液凝 固 ・線溶系の 調節 を通 じ て血ノ普 内 凝 固 を 防 ぐ こ と を 最 も重 要 な 役割 と し て

い る の に 対 し ， 血管平滑筋 細胞お よ び、線維芽細 胞の主 な 役 割 は そ れ ぞれ血管の ト ー

ヌ スの調節 お よ び、血管組織構造の維持で、 あ る と さ れ る 。

し か し なが ら ， ひ と た び内皮細貯自層が重 篤 に 傷害 を 受 け た 場 合お よ び血管が破

綻 し た場合 ， 血管平滑筋 細胞お よ び線維 芽細 胞 は 血液 と 接 す る こ と に な り ， この と

き 凝 固 ・線溶系の 調節 に 関 与す る と 考 え ら れ る 。 す な わ ち 血管平滑筋 細胞お よ び

線維芽細胞 が産生 す る デル マ タ ン硫酸フ ロ テ オグ リ カンは ， 血液 中 に 存 在す る ト ロ

ン ピンイ ン ヒ ピ タ ーのひ と つ で あ る ヘパリ ン コフ ア ク タ ー II と ト ロン ピンの不活 性

型 複合体の形成 を 促進す る (Mc G u i re a n d  Tollefsen ，  1 9 8 7) 0 血管平滑筋細胞お よ び

線維芽細胞 は ， 血小板 凝集 に 対 し て 阻害活 性 を 有す る プロ ス タ サイ クリ ンの産生 能

も有す る (Cough l i n et a l . ，  1 9 8 1 ; A l i  an d B arrett， 1 9 8 0 )  0 

と こ ろ で ， 血管平滑筋 細胞 は動脈硬化病 変の 進展 に と も な い中膜へ遊走 ・ 増殖

し 内膜肥厚斑 を 形成 す る が その よ う な 場 合 に は 一般 的 に 血栓が存在 し ， 凝 固促進

性 と 動脈硬化病 変 と の関 連が示 唆 さ れ る 。 血管 内 皮細胞 だ け で な く 血管平滑筋 細

胞お よ び線 維芽細胞も t-PA お よ び PAI-1 の産生 能 を 有 し (Herbert et a l . ，  1 99 4  

Woj ta e t  a l .， 1 993; H o l a  e t  a l .， 1 983) ， 生理的 に は 血管 内皮細胞層の傷害時お よ び血

管破綻 時の線溶活性の 調節 に 関 与す る もの と 考 え ら れてい る 。 し か し な が ら ， 内皮

下組織 に お け る 線溶活 性が低下 し た と きフイ プリン塊の 除去が不 充分 と な り ， 結 果

的 に 凝固促 進性の所見 を 呈す る こ と が起 こ り 得 る 。 実際 ， 動 脈硬化病変 を 含 む 動 脈
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で P AI - 1 遺伝子の発現が後進 し て い る 例が報告 さ れ て い る (Sc h ne iderman et a l . ，  

1 9 9 2 ) 。 従 っ て ， 動脈硬化病変の発症 ・進展 に 寄 与 し 得 る と さ れ る カ ド ミ ウ ム お よ び

鉛が ， 内 皮 下組織 を 構 成す る 血管平滑筋細 胞 お よ び

う な 作 用 様式 で毒性 を 発現 す る のか を 明 ら か に す る 必要があ る 。

前 章 ま での検 討 に お い て ， カ ド ミ ウ ム は PAI -1 放 出 の選択的 な 促進 を通 じ て ，

ま た 鉛 は t-PA 放出の選択的 な 抑制 を通 じ て と も に 血管 内皮表層の線 溶活性 を 低下

さ せ る こ と が明 ら か に な っ た 。 本章の 目 的 は ， 前 章 ま での知 見 を 基に 血管平滑筋

細胞お よ び線維芽細胞の線溶蛋 白 放 出 に 対す る カ ド ミ ウ ム お よ び鉛の作用 を 検 討 し

内 皮下組織の線 溶調節 に 対す る カ ド ミ ウ ム お よ び鉛の毒性発現 様式 を 明 ら か に す る

こ と で あ る 。 さ ら に ， その毒性 発現様式 を 内皮細胞 に 対す る もの と 比較す る こ と に

よ っ て カ ド ミ ウ ム お よ び鉛の線 溶調節 に 対 す る 毒性 発現の細胞種依存性 を 明 ら か に

す る こ と で あ る 。
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血 管 平 滑筋 細 胞 の線 溶 蛋 白 放 出 に 対 す る カ ド ミ ウ ム の作 用第 1 節 Table I II - 1 に カ ド ミ ウ ム に 曝露 し た 血管平滑筋細胞か ら 培地 中へ逸脱 し た LDH

以上ロ イシ ン の取り 込み を 示す。 2 μMの 活性 お よ び、細胞層 酸不 溶性画分へ の (3H ]

血管平滑筋細胞か ら の t-PA :Ag お よ び P AI- 1 :Ag 放 出 に 対す る カFig. I II - 1 に ， の カ ド ミ ウ ム に よ っ て LDH の 逸脱 の 増加 お よ び (3H ]ロ イシ ン の取り 込み の 減少が認

ド ミ ウ ム の 作 用 を 示す。 t-PA :Ag お よ び PAI - 1 :Ag 放 出 は ， カ ド ミ ウ ム の 濃度 に 依存 t- PA :Ag お よ び PAI- 1 :Ag 放 出 の抑制が認め ら れた 0. 5 おし か し な が らめ ら れ た 。

カ ド ミ ウ ム 処理血管平滑 筋細胞の 液相 の 線溶的 に と も に 抑制 さ れて い た 。 そ こ で よ び、 l 凶f の カ ド ミ ウ ム に よ る LDH の 逸脱 増加 お よ び (3H]ロ イシ ン の取り 込み の 減

活性 をフイプリ ンザ イモグ ラフ ィ ー で検討 し た と こ ろ ， カに 示す よ う に ，Fig. 1 II - 2  血管平滑 筋細胞 に お い て カ ド ミ ウ ム が細胞毒性 の 発現や蛋 白 合成

の 抑 制 を 伴 わ ず に t-P A:Ag お よ び PAI - 1 :Ag 放 出 を 抑制 し 得 る こ と が示唆 さ れた 。

少 は 認め ら れず ，

t -PA 活

こ の u - PA 活性 は カ ド ミ ウ ム の 濃度依存 的 に 低下 し て い た 。

ド ミ ウ ム 処理血管平滑筋細胞の 培養上清 中 に は u - PA 活性 は 検 出 さ れた が

性 は 検 出 さ れ な か っ た 。
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Fig .  I I I -2 . Fibrin zymography of the conditioned medium of cultured vascular smooth muscle 

cel l s . Confl uent cul tures of vascular smooth ITIllsck cel l s  were incubated at370C for 24 h in 

the presence or absence of cadmium chloride (0.1 ，  0.2， 0.5， 1 or 2 μM)・

。

Fig. I I I -1 . Effect of cadmium on the release of t-PA :Ag  and PAL l ・A g from cul tured vascular 
mooth muscle cel l s  Confluent cul tum of vascular SIII∞th rmisch cel l s  
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Table I I J - l 
The leakage of lactate dehydrogenase (LDH) and the incorporation of eH]leucine into the 
acid-insoluble fraction in cultured vascular smooth muscle cel ls  treated with or without cadmium 

LDH leakage CH]Leucine incorporation 
(IU/L) (dpm/μg DNA) 

Control 1 9.8 ::t 1 .9 95 1 0 ::t 424 
0.5 μM Cadmium 1 6.5 ::t 0.2 8607 土 3 1 0
1 μM Cadmium 22.9 ::t 0.8 1 0 1 82 ::t 369 
2 μM Cadmium 38.8 ::t 2.7* *  1 353 ::t 1 07* * *  

5 μM Cadmium 49.9 ::t  1 .9キ * 本 542 ::t 1 8本 * 本

Conf1uent cultures of vascular smooth musc1e cel l s  were incubated at 370C for 24 h in the 
presence or absence of cadmium chloride (0.5， 1 ，  2 or 5 μM) and labeled with or without eH] leucine during the last 3 h of the incubation. Values are means :r S.E. of five samples . 
Significantly different from the corresponding control ， * *  P < 0.0 1 ;  * 米 *p < 0.00 1 .  

4 0  

第 2 節 線維 芽 細 胞 の線溶蛋 白 放 出 に 対 す る カド ミウ ム の作用

Fig. III -3 に ， 線 維芽細胞の線 溶 蛋 白 の 放 出 に 対す る カ ド ミウ ム の作用 を示 す 。

線 維芽細胞か ら の t- PA:Ag 放出 は ， 1 μM 以 上 の カ ド ミ ウ ム に よ っ て有意 に 増加 し て

い た 。 こ れ に 対 し ， PAI . 1 :Ag 放 出 は 5μ M 以 下 の カ ド ミ ウ ム に よ る 影響 を 受 け な か っ

た 。 カ ド ミ ウ ム 処理線 維 芽細胞の液相 の線 溶活性 を 調べた と こ ろ ， Fig. 1II - 4 に示 す

よ うに ， t -PA お よ び u - P A の 活性が認め ら れ ， と も に カ ド ミ ウ ム の 濃度 に 依存 的 に

上 昇 し てい た 。
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Conf1uent cultures of f白ibrob凶lasts were incubated at 370C for 24 h in the presence or abs 

of cadmium chloride ( 1 ，  2 or 5 μM) . Values are means :r S.E. of six samples. Significantly 

different from the coπesponding control ， * *  P く 0. 0 1 � * * *p < 0.00 1 .  
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カ ド ミ ウ ム 処理線維芽細胞 に つ い て ， 培 地 中 へ の LDH の 逸脱お よ び細胞層酸不

溶性画分への [3 H ] ロ イ シ ン の 取 り 込み を 調べ た と こ ろ ， Tab le I I I - 2 に 示す よ う に ，

LDH の 培 地 中 へ の 逸脱 は 5 μM の カ ド ミ ウ ム に よ っ て 有 意 に 増加 し て い た が， [ 3H ] ロ

イ シ ン の 取 り 込み に有意 な 変化 は 認め ら れ な か っ た 。 従 っ て ， カ ド ミ ウ ム に よ る t

PA:Ag 放 出 の促進が 2 μ M で、最大 に な っ た の は ， 5 μM の カ ド ミ ウ ム が細胞毒性 を 発

現 し た た め と 推察 さ れ る 。 し か し な が ら ， 2 μM 以 下 の カ ド ミ ウ ム は細胞毒性の 発現

お よ び非特異的 な 蛋 白 合成 の 変化 を 伴 わ ず に 線維 芽細胞か ら の t-PA:Ag 放 出 を 選択

的 に 促進 し ， そ の 結果 液相 の 線溶活性が上 昇 す る こ と が示 唆 さ れ た 。

Cadn可ium
(pM )  

o 0. 1 0 . 2  0.5 1 2 

I I . D li  

Fig. I I I -4. Fibrin zymography of the conditioned medium of cultured fibroblasts . Confluent 
cultures of fibroblasts were incubated at 370C for 24 h in the presence or absence of cadmium 
chloride (0. 1 ，  0.2， 0.5， 1 or 2 μM) . 
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Table I I I-2 
The leakage of lactate dehydrogenase (LDH) and the incorporation of [3H]leucine into the 
acid-insoluble fraction in cultured fibroblasts treated with or without cadmium 

LDH leakage eH]Leucine incorporation 
(lU/L) (dpm/μg DNA) 

Control 1 .24 :t  0.02 549 1 :t 373 
0.5 μM Cadmium 1 .20 :t 0.06 67 1 1  :t 422 
1 μM Cadmium 1 .07 :f: 0.06 5972 土 1 50
2 μ恥1 Cadmium 1 .34 :t 0.07 6 1 98 :t 4 1 0  
5 μM Cadmium 1 .89 :t 0_03 本 * 本 5205 :f: 242 

Confl uent cultures of fibroblasts were incubated at 370C for 24 h in the presence or absence 
of lead chloride (05， 1 ，  2 or 5 μM) and labeled with or wi thout eH] leucine during the last 3 h 
of the incubation. Values are means :t S_E. of five samples. Significantly different from the 
corresponding control ， *** P < OJX H .  
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血 管 平 滑 筋 細 胞 の 線 溶 蛋 白 放 出 に 対 す る 鉛 の 作 用第3節 鉛 に 曝露 し た 血管平滑筋細胞か ら の LDH の 培 地 中 へ の 逸脱お よ

ロ イ シ ン の 取 り 込み を 示 す 。 5 μMぴ細胞層酸不 溶性画分へ の [ 14CJ 

Table I I I - 3 に ，

以上 の 鉛 に よ る

ロ イ シ ン の 取 り 込み に は 有 意 な 変化 は 認め[ 14C] LDH の 逸脱 の 低下 が認め ら れ た が
血管平滑筋細胞か ら の 線溶蛋 白 の 放 出 に 対す る 鉛の 作 用 を 示す 。Fig_ I I I - 5 

鉛で処理 し た 血管平滑筋 細胞 に お い て 認め ら れ たこ れ ら の 結 果 は ，ら れ な か っ た 。
t-PA 放 出 にお よ び PAI - l 放 出 は 鉛 に よ っ て と も に 有 意 に 抑制 さ れ て い た がt-PA 

t- PA :Ag お よ び PAI - l :Ag 放 出 の抑制が，
u -PA 活性 だ け が検お い て よ り 強 い抑制が認め ら れ た 。 液相 の 線溶活性 に つ い て は

非特異 的 な 蛋 白 合成 の 抑制お よ び細胞傷害

に よ る も の で は な い こ と が示 唆 し て い た 。
鉛 に よ る 活性低下 が観察 き れ た 。出 さ れ た が，
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Fig. I Iト6_ Fibrin zymography of the condi tioned medium 01' cultured vascular smooth muscIe 
cel l s _ Confluent cul tures of vascular smooth muscIe cel ls were incubated at 370C for 24 h in 

10 8 6 4 

Lead Concentration (μM) 

2 。10 8 6 4 2 。

the presence or absence of lead chloride (0_5， 1 ，  2， 5 or 1 0 μM) _ 
Fig.  I I I -5. Effect of lead on the release of t-PA : Ag and PAI - l :Ag  from cul tured vascular 
smooth muscle cel ls . COIliI lient cul tures of vascular smooth muscle cel l s  were incubated at 
370C for 24 h in the presence or absence of lead chloride (0.5， 1 ，  2， 5 0r 1 0 μM) . Values are 
means ± S.E of six samples- Significantly different from the correspondlng control ， *P <  
0.05; * *p < 0.0 1 .  
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Table I I I -3 
The leakage of lactate dehydrogenase (LDH) and the inco中oration of [ 14C] leucine into the 
acid-insoluble fraction in cultured vぉcular sm∞th muscle cel ls  treated with or wi thout lead 

LDH leakage C4C]Leucine inco中oration

(IU/L) (dpm/μg DNA) 

Control 9.53 :f:: 0.63 3 1 7 1 :f:: 1 1 7 
0.5 μM Lead 8. 1 0 :f:: 0.59 3 1 70 :f:: 92 
1 凶1 Lead 8.84 :f:: 0.22 33 1 9 :f:: 39 
2 μM Lead 8.9 1  :t 0.41 3428 :f:: 1 5 1  
5 μM Lead 6.54 :t O.お 料 3596 :f:: 49 
1 0 μM Lead 6.42 :f:: 0.49キ キ 3333 :t 66 

Confluent cultures of vascular smooth muscle cel ls  were incubated at 370C for 24 h in the 
presence or absence of lead chloride (0_5， 1 ，  2， 5 or 1 0 μM) and labeled with or wi thout 
[ 14C] leucine during the last 3 h of the incubation. Values are means 土 S.E. of five samples. 
Signi ficantly different from the co打esponding control ， 本 米P < 0.0 1 .  
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第 4 節 線維 芽細胞の線溶蛋白放出 に 対する鉛の作 用

Fig. I II - 7 に ， 線維芽細胞か ら の t-P A :Ag お よ び P AI - 1 :Ag の 放 出 に 対す る 鉛の

作用 を 示す 。 線維芽細胞 に お い て ， 鉛 は t- P A:Ag 放 出 を 濃度依存 的 に 抑制 し て い た 。

し か し な が ら ， PAI- 1 :Ag 放 出 は 逆 に 鉛の 濃度 に 依存 的 に 増 加 し て い た 。 こ の と き ，

Fig. 1 I I - 8 に 示す よ う に ， 鉛処理線維芽細胞 の 液相 の 線溶活性は 低下 し て い た 。

こ の と き の培 地 中 へ の LDH の 逸脱 お よ び細胞層酸不溶性 画分へ の [ 14C ] ロ イ シ

ン の 取 り 込 み を 調べ た と こ ろ ， Table 1 I I -4 に 示す よ う に ， LDH の 培 地 中 へ の 逸脱 は

1 0 μ M ま で の カ ド ミ ウ ム に よ る 有意 な 変化 は 認め ら れ ず， [14 C] ロ イ シ ン の 取 り 込み

は 1 μM 以上 の 鉛で有意 に 増加 し て い た が， そ の 程度 は わ ずか で あ っ た 。

{百u 唖
90 t-PA PAι7 1.5 官8 

* * *  ω 0 � 5 60 1 0 3 

S3 3 2 L 30 BS 5 星3 
《四 《。
‘色，Z •• B4 F ， 

。 。
。 2 4 6 8 10 。 2 4 6 8 10 

Lead Concentration (μM) 

Fig.  I I I ・7. Effect of lead on the release of t-PA :Ag and PAI- l :Ag  from cultured fibroblasts. 
Conf1uent cultures of fibroblasts were incubated at 370C for 24 h in  the presence or absence 
of lead chloride (0_5， 1 ， 2 ， 5  or 1 0  JlM) . Values are means ::t S.E. of six samples. Significantly 
different from the corresponding control ， * P < 0.05 ;  * * 本P < 0.00 1 .  
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第5 節 考察
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血管 内皮下組織構成 す る 血管平滑筋細胞 お よ び線維芽細胞 も t-PA お よ び PAI- 1

産生能 を 有 し ， 内 皮細胞層 の 傷害 時 あ る い は 血 管組織の 破綻 時 の 線 溶 系 を 調節 し て

い る と き れ る 。 本 章 に お い て ， カ ド ミ ウ ム お よ び鉛 が と も に 血管平滑筋 細胞か ら の

t-PA お よ び PAI - 1 放 出 を 抑制す る こ と が示 さ れ た 。 P AI- 1 は 液相 に 放 出 さ れ る と

大部分が潜在型 と な っ て t- PA と の 不活性型 複合体の 形成能 を 失い ， 一部の 活性型 だ

け が線溶系 の 調節 に 関 与す る (Lev in ， 1 9 86 ) の で ， カ ド ミ ウ ム お よ び鉛 に 曝露 し た 血

管平滑筋細胞 に お い て は ， t -PA 放 出 の 減少が線溶活性 に 強 く 反映す る も の と 推察 さ

れ る 。 血管平滑筋細胞の培養上清 に お い て は t- PA 活性 が検 出 さ れ な か っ た が カ ド

ミ ウ ム お よ び鉛 に よ る u - PA 活性の 低下 が認め ら れ ， t- PA が液相 で減少 し て い た こ

t - Jl A  u - Jl ;、

Fig_ I I卜8. Fibrin  zymography of the condi tioned medium of cultured fibroblasts . Confluent 
cul tures of fibroblasts were incubated at 370C for 24 h in the presence or absence of lead 
chloride (0.5， 1 ，  2， 5 0r 1 0 μM). 
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と か ら t - PA 活性 も 低下 し ， 全体 と し て 線溶活性 は 低下 し て い る と 推察 さ れ る 。 そ の

よ う な 血管 平滑筋細胞 に 由 来す る 線溶活性 の カ ド ミ ウ ム お よ び鉛 に よ る 低下 は ， 動

脈硬化病 変 に お け る 凝 固 促進性 (血栓 の 形成 ) に 寄 与 し 得 る も の と 考 え ら れ た 。

血管平滑筋細胞の PAI- 1 放 出 量 は 血管 内 皮細胞お よ び線維芽細胞 に 比べ て ‘顕著

に 多 か っ た 。 こ の 結 果 は ， 血管平滑 筋細胞 に お い て は 血 液凝 固 ・ 線 溶調節 の バ ラ ン

ス が， 血栓 維持の 傾 向 に あ る こ と を 示唆 し て い る の か も し れ な い 。 す な わ ち ， 血管

中膜 に お い て は ， 血管平滑筋細胞が大量 の PAI - 1 を 産生 ・ 放 出 す る こ と に よ っ て

血管破綻 に よ る 出 血 の 防 止 と 血 液凝 固 に 関 与す る ブ ロ テ ア ー ゼ か ら の 組 織 の 保護が

優先 的 に 行 わ れ て い る 可 能性が考 え ら れ る 。 液相 に お け る PAI- 1 は t- PA お よ び u

PA を 不活性化す る だ け で な く ， ア ン チ ト ロ ン ピ ン 活性 を 有す る と す る 報告 (Ehrl ich

et  a l . ，  1 9 9 1 ) も あ り ， カ ド ミ ウ ム お よ び鉛 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る PAI - 1 放 出 の 減

少 は ， t -PA 放 出 の 抑制 に 起 因 す る 線溶活性 の 低 下 と と も に 血管 内 皮下組織 に お け る

凝固促進性 を 高 め ， 血管組織の 修復 に 引 き 続 く 血栓の 溶解 を 阻害 し ， 凝 固 プ ロ テ アー

Table 1 I I -4 
The leakage of lactate dehydrogenase (LDH) and the incorporation of [ 14C] leucine into the 
acid-insoluble fraction in cul tured fibroblasts treated with or without lead 

Control 
0.5 μM Lead 
l μM Lead 
2 μM Lead 
5 μM Lead 
1 0 μM Lead 

1 . 1 1 ::!: 0. 1 1  
0.84 :t 0.09 
1 .24 ::!:: 0.02 
1 . 1 0 士 0.02
0.95 ::!:: 0. 1 3  
1 .32 :t 0. l l  

65 1 8 ::!: 233 
6780 ::!:: 349 
72 1 5 ::!: 364* 

7449 :!: 1 75本
7475 ::!:: 1 29* 

3333 土 241 本

Confluent cultures of fibroblasts were incubated at 370C for 24 h in the presence or absence 
of lead chloride (0.5， 1 ，  2， 5 or 1 0 μM) and labeled with or without C4C] leucine during the 
last 3 h of the incubation. Values are means ::t: S .E. of five samples.  Significantly different 
from the co打esponding control ， * P く 0.05.
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ゼ か ら の血管 中膜の保護 を 弱 め る こ と が推 察 き れ た 。

一方 ， 線維芽細胞 に お い て は ， カ ド ミ ウ ム は t -PA 放 出 を 選択的 に 刺 激 し ， 結 果

と し て ， 液相 の t- PA 活性が上昇 し た 。 こ れ に 対 し ， 鉛 は t- P A 放 出 を 顕著 に 抑制 し ，

PAI - 1 放 出 を 逆 に 顕著 に 促進す る 結果 ， 液相 の 線溶活性 を 低下 さ せ た 。 す な わ ち ，

線溶蛋 白 の 放 出 を 指標 と し た と き 線維芽 細胞 は カ ド ミ ウ ム と 鉛 に 対 し て ま っ た く

異 な っ た応 答 を 示す こ と が明 ら か と な っ た 。 こ の よ う な カ ド ミ ウ ム と 鉛 の 毒性発現

様式の 違 い は ， 血管内 皮細胞 に お い て も 認 め ら れ た も の で あ り ， 同 一 の 重金属 が細

胞種 に 依存 し た 様式で毒性 を 発現す る だ け で な く ， 同 ー の 細胞種が異 な る 重 金属 に

対 し て 異 な る 様式で応答す る こ と が明 ら か と な っ た 。

カ ド ミ ウ ム は 血管平滑筋細胞 に お い て LDH の 逸脱 の 増加 と [3H ] ロ イ シ ン の 取 り

込み を 顕著 な 減少 さ せ た こ と は カ ド ミ ウ ム に よ る t -PA お よ び P AI - 1 放 出抑制の

一部 がこ の 金属 の細胞毒性に 起 因 す る 蛋白 合成 能 の 低下 に よ る こ と を 示唆 し て い る 。

実際， 血管平滑 筋細胞 は カ ド ミ ウ ム を 細胞 内 に 多 く 蓄積 す る に も か か わ ら ず メ タ ロ

チ オ ネ イ ン の 誘導能が低 く (Kaj i et aL ，  1 9 9 6 )  ， そ の 結 果 カ ド ミ ウ ム の細胞毒性 に 対

し て 感受性が高 い (Kaj i et al . ， 1 9 9 5 b) 。 し か し な が ら ， そ の よ う な 細胞毒性の 発現

(LDH の 逸脱の 増加) が認め ら れ な い 低濃度 の カ ド ミ ウ ム も 血管平滑筋細胞か ら の

t-PA お よ び PAI- 1 放 出 を 抑制 し て い た こ と は こ の 重 金属 に よ る 線溶蛋 白 放 出 の抑

制が単純 に 細胞毒性 に 起 因 し な い こ と を 示唆 し て い る 。 一方 鉛 に よ る 血 管平滑筋

細胞か ら の t- PA お よ び P AI - 1 放 出 の抑制お よ び線維芽細胞 に 対す る カ ド ミ ウ ム お

よ び鉛の作用 は ， [ 3H ] ロ イ シ ン の 取 り 込み お よ び LDH の 逸脱 に 非依存 的 で あ っ た 。

従 っ て ， カ ド ミ ウ ム お よ び鉛が血管平滑筋細胞お よ び線維芽細胞 に お い て t-P A お よ

び PAI- 1 の 産生 ・ 放 出 を 調節す る 細胞内情報伝達経路 に 作用 し た こ と が推察 き れ る

が， 同 ーの 重金属 が細胞種 に 依存 し た 様式で毒性 を 発現す る だ け で な く ， 同 ー の 細

胞種が異 な る 重金属 に 対 し て 異 な る 様式で応答す る こ と ， さ ら に t-PA 放 出 お よ び

5 0  

PAI - 1 放 出 が必ず し も 共役 し て い な い こ と か ら ， ( i ) カ ド ミ ウ ム お よ び鉛の作 用 点 の

違 い ， ( i  i ) 血管平滑筋細胞お よ び線維芽細胞 に お け る 作 用 点 の 違 い ， お よ び ( i i i ) t - PA  

お よ び PAI- 1 産生 に お け る 作 用 点 の 違 い ， の 存在が予想 さ れ， そ の 解 明 は 今後の 課

題で あ る 。

以上 よ り ， カ ド ミ ウ ム お よ び鉛が血管内皮細 胞 だ け で な く 血管平滑 筋細胞お よ

び線維芽細胞 の 線溶調節 に 対 し て も 毒性 を 発現す る こ と が示 さ れ た 。 し か し な が ら

そ の毒性発現様式 は 各 細胞種 に よ っ て 異 な り ， 前 章 ま で に 示 さ れ た 血 管 内 皮細 胞の

t-PA お よ び PAI- 1 の 放 出 に 対 す る カ ド ミ ウ ム お よ び鉛 の 作 用 が血管 内皮細胞 の こ れ

ら の 重 金属 に対す る 特有 の 応 答 で あ る こ と が確認 さ れ た 。 線溶蛋 白 の 放 出 を 指標 と

し た と き ， 同 ー の 重 金属 が血 管 内 皮細 胞， 血管平 滑筋細胞 お よ び線維 芽細胞 に 対 し

て 細胞種 に 依存 し た 様式で毒性 を 発現す る だ け で な く ， 同 ー の細胞種 が カ ド ミ ウ ム

お よ び鉛 に 対 し て 異 な っ た 様式 で応答 し 得 る こ と ， さ ら に t- P A 放 出 お よ び PAI - 1

放 出 の カ ド ミ ウ ム お よ び鉛 に 対 す る 応答が必ず し も 共役 し て い な い こ と が明 ら か に

な っ た 。 こ れ ら の 結 果 は ， 血 管 組織 に お い て カ ド ミ ウ ム お よ び鉛が線溶調節 の 制御

を 複雑 に 撹乱 す る こ と を 示唆 し ， こ れ ら の 重 金属 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 血管 病 変

(Rev is et  a l . ，  1 9 8 1 ) お よ び出血性の 血管傷害 (Arvidson ， 1 98 3) に 線溶調節 の 異常が含

ま れ る 可 能性が示 さ れ た 。
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結 論

血管病変 を 誘発す る と さ れ る カ ド ミ ウ ム お よ び鉛の 細胞 レ ベ ル で の 毒性発現 を

明 ら か に す る 目 的 で ， 血管病変 を 理解す る 上 で重 要 な 血管内皮細 胞， 血管 平滑筋細

胞お よ び線 維芽細胞 の線溶調節 に 対す る カ ド ミ ウ ム お よ び鉛の毒 性発現様式 を 細胞

培養系 を 用 い て 検討 し ， 以下 の 結 果 を 得 た 。

1 . 血管内皮細胞の線溶調節 に対す る カ ド ミ ウ ム の 毒性発現

血管 内皮細 胞 に お い て ， カ ド ミ ウ ム は細胞毒性の 発現お よ び蛋 白 合成 レ ベ ル の

変化 を 起 こ さ な い条 件 で t- PA の 産生 ・ 放 出 に は 影響 を 及 ぼ さ ず P AI - l の 産生 ・ 放

出 を 選択 的 に 促進 し ， 液 相 の 線溶 活 性 を 低下 さ せ る こ と が示 き れ た 。 こ の よ う な

PAI - l の 産生 ・ 放 出 促進作用 は ， ニ ッ ケ ル に も 認め ら れ た がそ の 程度 は カ ド ミ ウ ム

に 比べ て 弱 く ， 他の 重 金属 に は 認め ら れ な か っ た 。 従 っ て カ ド ミ ウ ム は PAI - l の

産生 ・ 放 出 を 選択的 に 促進す る 特有 の 重 金 属 と し て ， 内 皮細胞 が調節す る 線溶 活性

の 低下 を 通 じ て 血液 の 凝 固促進性 を 強 め ， 動 脈硬化 を 含 む 血管病変 の 発症 と 進展 に

寄与す る も の と 考 え ら れ た 。

2 . 血 管内皮細胞 の線溶 調節 に対す る 鉛の 毒 性発現

こ れ に 対 し ， 鉛 は P AI - l の 産生 ・ 放 出 に 影響 を 及 ぼ き ず に t- PA 放 出 を 選択的

に抑制 し ， 液相 の 線溶活性 を 低下 さ せ る こ と が示 さ れ た 。 血管内皮細 胞 に 対す る こ

の よ う な 鉛の 作用 は 他の 重金属 に は 認 め ら れず， 鉛が t- PA の 産生 ・ 放 出 を 選択的 に

抑制す る 特 有 の 重金属 で あ る こ と が示唆 さ れ た 。 内 皮細胞 に 対 す る 鉛の 細胞毒性の

発現お よ び蚕 白 合成 レ ベ ル の 変 化 は 認 め ら れ な か っ た 。 従 っ て ， 鉛 は カ ド ミ ウ ム と

同様 に ， 内 皮細胞が調 節 す る 線 溶活性の 低 下 を 通 じ て 血液 の 凝 固 促進性 を 強 め ， 動
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脈硬化 を 含 む血管病変 の 発症 と 進展 に 寄与 す る も の と 考 え ら れ た が， そ の毒性発現

様式 は カ ド ミ ウ ム と は ま っ た く 異 な る こ と が明 ら か と な っ た 。

3 .  血 管 平 滑 筋細胞および線維 芽 細胞の線溶調節 に対す る カ ド ミ ウ ム および

鉛の毒性発現

血 管平滑筋細胞 に お い て ， カ ド ミ ウ ム お よ び鉛 は と も に t- PA お よ び PAI - l の

産生 ・ 放 出 を 抑制 し ， 結 果 と し て 液相 の 線 溶活性 を 低下 さ せ る こ と が示 唆 さ れ た 。

一 方， 線維 芽細胞 に お い て は ， カ ド ミ ウ ム が PAI - l の 産生 ・ 放 出 に は 影響 を 及 ぼ き

ず t- P A の 産生 ・ 放 出 を 選択的 に 促進す る こ と に よ っ て 液相 の 線溶活性 を 上昇 さ せ る

の に 対 し ， 鉛 は t-PA の 産生 ・ 放 出 を 抑制 す る だ け で な く PAI - l の 産生 ・ 放 出 を 促

進す る こ と に よ っ て 液 相 の 線溶 活性 を 低下 さ せ る こ と が示 唆 さ れ た 。 従 っ て ， カ ド

ミ ウ ム お よ び鉛が同 ーの細胞種 に 対 し て 異な る 様式 で毒性 を 発現 し 得 る だ け で な く

各細 胞種 は 同 一 の 重 金属 に 対 し て 異 な る 様式 で応 答 し 得 る こ と が 明 ら か と な っ た

(Chart 2 ) 。

t-PA PAI-1 

血管 内 皮細胞
PA activity 血管 内皮細胞

カ ド ミ ウ ム ... 官 a 
鉛 ι -・ ι 

血管平滑筋細胞
カ ド ミ ウ ム a ι ι 
鉛 ι a s 

線維芽細胞
カ ド ミ ウ ム 曾 ー砂 曾
鉛 ι ' ι 

血管平滑筋細胞
Chart 2. 血管構成細胞の線溶蛋白放出および線溶活性に対するカ ド ミ ウ ムおよび鉛

の作用 . t ， 促進 ; J ， 抑制 ; 時 ， 変化な し .
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以上か ら ， カ ド ミ ウ ム お よ び鉛が誘発す る 動 脈硬化病 変 な どの 血管 病変 の 発症

と 進展が血 管 を 構成す る 細胞が行 う 線溶調 節 の撹乱 を 含 む こ と が示 唆 さ れ る と と も

に カ ド ミ ウ ム お よ び鉛 に対す る 血管 内 皮 細胞， 血 管平滑筋細 胞お よ び線維芽細胞

の 多様 な 応 答様式 と 各 細胞種 に 対す る カ ド ミ ウ ム お よ び鉛の 異 な っ た 毒 性発現様 式

が明 ら か と な っ た 。
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