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カドミウムの母仔間移行に関する 

メタロチオネインと金属トランスポーターの役割 

 

中村 康宏 

 

研究の背景 

カドミウム（Cd）は、産業現場や環境汚染による急性、慢性暴露で、腎機能障害や骨軟化症・

骨粗しょう症などを引き起こす毒性の強い重金属の一つとして知られている。また、Cdのよう

な汚染重金属が生体内に侵入した時に、その金属の体内分布や蓄積濃度を修飾し、その毒性を軽

減する因子として、金属結合タンパク質のメタロチオネイン（MT）の存在が知られている。こ

のMTは、必須元素である亜鉛（Zn）や銅（Cu）等とも結合し恒常性維持に関わることが報告

されている。 

一方、Cd の低濃度慢性暴露における母体から胎児への Cd 移行について、MT の役割は不明

であり、特に Cd の生殖毒性との関連は重要な研究課題である。また、近年、必須元素の Zn、

Cu、鉄（Fe）を細胞内外に移送する金属トランスポーターの存在が報告されているが、これら

金属トランスポーターと MT による、生殖臓器での金属元素の移送に対する修飾作用について

も、その役割は不明な点が多い。 

 

目的 

本研究では、実験動物モデルにより Cdの母仔間移行に関するMT及び金属トランスポーター

の役割を解明する目的で実験を行った。 

 

実験方法 

実験動物： 

Wistar系雌ラットに Cd（CdCl2水溶液）を 0（対照群）、1、2及び 5 mgCd/kgの濃度で、週

6日間、定量的に経口投与した。Cd投与後３週目（9から 10週齢の時期）に１対１で雄ラット

と交配させ、膣栓落下日を妊娠０日として、妊娠 19日目に麻酔下心採血により安楽死させ、子

宮、胎盤、胎仔等の生殖組織を摘出した。また、出産実験では、出産後 28日間の哺乳期間中も

Cd投与を行い、仔ラットは出生後 1日齢と 28日齢で屠殺して、肝臓及び腎臓を摘出した。 

金属測定： 

母ラットの子宮及び胎盤を用いて、Cd、Zn 及び Cu 濃度、並びにその可溶性画分中の Cd、

MT 結合型 Cd（MT-Cd）及び非 MT 結合型 Cd（nonMT-Cd）の濃度を測定した。生後 1 日齢

と 28日齢の仔ラットの肝臓及び腎臓を用いて Cd濃度を測定した。尚、各金属濃度は原子吸光

光度計で測定した。 

遺伝子発現量の測定： 

MT及び各金属トランスポーターの遺伝子発現量を、リアルタイム PCR法で定量した。 尚、

内部標準にはアクチンβを用いた。 
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胎盤の免疫組織学的染色：  

母ラットの胎盤中における MT の局在は、１次抗体に抗 MT ウサギポリクローナル抗体を使

用して、Histofine SAB-POキット（Nichirei Co.）により検出した。 

 

結果 

Cd、Cu 及び Zn 濃度 を測定した結果、母ラットの子宮中及び胎盤中で、Cd の蓄積量は Cd

投与量に依存した有意な増加がみられたのに対し、Cu 濃度は減少傾向にあった。また、Zn 濃

度は変化がなく一定であった。 

Cd の蓄積形態を調べたところ、母ラットの子宮中及び胎盤中に蓄積した Cd は、MT に結合

されたMT-Cdの形態に比べ、その多くが nonMT-Cdの形態であった。 

生後 28 日齢の仔ラットでは、Cd は肝臓中よりも腎臓中に多く蓄積していたのに対し、生後

１日齢の仔ラットでは、Cd は腎臓中よりも肝臓中に多く蓄積していた。さらに、5 mg 投与群

の母ラットの胎盤では、合胞性栄養細胞等の萎縮がみられた。 

Fe、Zn を細胞質内に取り込む金属トランスポーターDMT1 及び ZIP14 の遺伝子発現量は、

胎盤中で Cd 投与量に依存した増加傾向がみられた。一方で、細胞質から細胞内小器官内へ Zn

を移送する ZnT2の遺伝子発現量についても、胎盤中において Cd投与量に依存した増加傾向が

みられた。その他の金属トランスポーターである ZIP8、ZnT1、ZnT4及び ATP7Aは、Cd投与

量に依存した変化はみられなかった。 

胎盤中の金属トランスポーターの遺伝子発現量は、子宮中と比較して Cd投与に応じた変化が

顕著であった。 

 

総括 

本研究では、生後 1日齢の仔ラットのCdの生体内分布の結果や、胎盤の組織染色の結果から、

MT は、Cd を胎盤で保持し胎仔への Cd の移行に関して抑制的に機能しており、わずかながら

胎盤から胎仔へ移行する Cdは、nonMT-Cdの形態であると考えられた。 また、金属トランス

ポーターのうち、胎盤中では、DMT1、ZIP14及び ZnT2の各遺伝子の発現量が、Cd投与量に

依存して増加することを認め、Cdの母仔間移行に関与する可能性が示唆される結果を得た。 

 

今後の課題 

MTや金属トランスポーターの役割をより明確するためには、今回行った遺伝子発現レベル

の実験に加え、タンパク質レベルでの実験が必要となる。また、胎盤において網羅的に遺伝子

発現量を観察し、Cd移送に関与すると考えられる遺伝子発現をスクリーニングし、メカニズ

ムの詳細を検討する必要があると考えられた。 

 

 

 

 

 

-ⅳ- 



目次 

 

頁 

1111．序論．序論．序論．序論 --------------------------------------------------------------------------------------------------- 

2222．方法．方法．方法．方法        

  2-1． 実験動物について ------------------------------------------------------------------------ 

   2-2． Cd、Zn及び Cu濃度の測定法 ------------------------------------------------------- 

   2-3． 可溶性画分の総カドミウム量（T-Cd）、MT-Cd及び 

nonMT-Cdの測定法 ---------- 

   2-4． 逆転写と定量的リアルタイム PCR ------------------------------------------------- 

   2-5． SDS-PAGE及びウエスタンブロッティング法 ---------------------------------- 

   2-6． MTの免疫組織染色法 ------------------------------------------------------------------ 

   2-7． 統計分析について ----------------------------------------------------------------------- 

 

3333．結果．結果．結果．結果    

   3-1． 金属濃度測定について ----------------------------------------------------------------- 

   3-2． Cdの蓄積形態について --------------------------------------------------------------- 

   3-3． MT遺伝子発現量の定量及びMTタンパク質の定性分析 ------------------- 

   3-4． 胎盤中MTの局在 ---------------------------------------------------------------------- 

   3-5． 仔ラット中の Cd濃度の測定 -------------------------------------------------------- 

   3-6． 金属トランスポーターの遺伝子発現量の定量 ---------------------------------- 

   3-6-1．DMT1遺伝子の発現量について ------------------------------------------------- 

   3-6-2．ZIP8及び ZIP14遺伝子の発現量について ----------------------------------- 

   3-6-3．ZnT1、ZnT2及び ZnT4遺伝子の発現量について ------------------------- 

 

4444．考察．考察．考察．考察    

  4-1． Cd蓄積とMT -------------------------------------------------------------------------- 

   4-2． Cdの母仔間移行へのMTの関与について --------------------------------------- 

   4-3． Cdの母仔間移行と金属トランスポーターの関与について ----------------- 

 

5555．．．．総括 ------------------------------------------------------------------------------------------------    

6666．．．．今後の課題 --------------------------------------------------------------------------------------- 

7777．．．．謝辞 ------------------------------------------------------------------------------------------------ 

8888．．．．引用文献 ------------------------------------------------------------------------------------------ 

9999．．．．業績目録 ------------------------------------------------------------------------------------------    

10101010．．．．図表 -----------------------------------------------------------------------------------------------    

 

 

-ⅴ- 

1 

 

4 

6 

 

6 

7 

8 

9 

10 

 

  

10 

11 

12 

12 

13 

13 

13 

14 

14 

 

 

15 

18 

20 

 

24 

24 

26 

28 

33 

41 



 - 1 - 

１．序論１．序論１．序論１．序論    

カドミウム（Cd）は、産業現場や環境汚染による急性、慢性暴露で、腎機能障害や

骨軟化症・骨粗しょう症などを引き起こす毒性の強い重金属の一つとして知られている 

(Jarup, 2002) 。Cd は、食品中や飲料水中にも存在しており、動物やヒトの体内で主

に肝臓や腎臓に蓄積する。環境中の Cd 濃度は一般的に低濃度だが、Cd の生体への影

響の研究では、比較的高濃度の Cd を実験動物に投与している  (Brzoska and 

Moniuszko-Jakoniuk, 2004; Honda et al., 2003)。 

一方、必須元素の亜鉛（Zn）、銅（Cu）と結合し、体内での濃度を恒常的に調整す

るタンパク質として、メタロチオネイン（MT）がよく知られている。MTは、1957年

にウマの腎皮質から、Cdと結合したタンパク質として単離され(Margoshes and Vallee, 

1957)、1960年にMTとして同定された(Kagi and Vallee, 1960)。MTは、鉄（Fe）、

Zn、Cu といった生体必須元素の吸収、輸送及び蓄積に関与する一方で、Cd など重金

属の解毒の役割を持っていることが報告されている(Bremner, 1987)。 

これまで、Cd 投与の実験では、腹腔内に投与する実験系が主であった。 しかし、

Cd の生体内への取り込みは、通常、食物を通じた経口的な経路であることから、より
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適正な Cd の生体影響評価を行うために、Cd をラットに経口的に摂取させる実験が行

われている。 この実験の結果、腸管から体内に吸収された Cd のうち、MT と結合し

ていない形態（nonMT-Cd）の Cdは肝臓に多く蓄積され、MTと結合した形態（MT-Cd）

の Cdは、腎臓へ選択的に輸送されることが明らかになっている (Ohta and Cherian, 

1991)。このように Cd は、その形態によりターゲット臓器が異なることが報告されて

いる。 

一方、妊娠期の Cdの影響を調べる為に、母ラットへ Cdを投与した実験では、母ラ

ットの胎盤中に Cdが高濃度で蓄積したために、子宮や胎盤の血流が減少したり、胎盤

の絨毛組織が損傷して、結果的に胎仔の死亡を引き起こしたことが報告されている

(Levin et al., 1981)。このような Cdの蓄積にはMTの関与が指摘されており、その化

学形態が重要視され(Arizono et al., 1981; Hazelhoff Roelfzema et al., 1989; Takin, 

2011)、胎盤中 Cd の胎児への移行を MT が調節するという仮説がある (Goyer, 1991; 

Goyer et al., 1992)。しかし、子宮、胎盤といった生殖に関わる臓器組織でのMTの役

割は不明な点が多く、特に母ラットから胎仔への Cd移行時のMTの役割は明らかでな

い。 そこで、本研究では母ラットから胎仔への Cd の輸送と、その MT の役割を解明
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することを第一の目的として実験を行った。 

更に、母ラットから胎仔への Cdの移行に関わる可能性がある他のタンパク質を探索

するため、これまでに報告例のあるいくつかの金属トランスポーターに着目した。1つ

目の、二価イオン結合金属輸送体（DMT1）は、腸管での鉄イオンなどの金属の取り込

みに関与しており、哺乳類において Cdの取り込みと解毒に関与することがわかってい

る。近年では、DMT1の cDNAはクローニングされ、単離された DMT1の遺伝子配列

がわかっている (Gunshin et al., 1997; Ferguson et al., 2001)。2つ目の、ZIP（ZRT / 

IRT-様タンパク質）は、様々な遺伝子ファミリーがあり Zn の輸送に関与している 

(Grotz et al., 1998; Girijashanker et al., 2008)。特に、ZIP8と ZIP14は、鼻上皮と内

耳を含む中枢神経系での Cd 輸送に関与していることが報告されている (Ma et al., 

2008) 。最後に、Znを細胞質ゾルから細胞外へ排出する因子である ZnT1や（Cousins 

and McMahon, 2000）、 Zn を細胞質ゾルから細胞内小胞に輸送する ZnT2 や ZnT4

の、ZnT 遺伝子ファミリーである (Cousins and McMahon, 2000; Palmiter et al., 

1996)。 

しかし、本研究のターゲット臓器である子宮中や胎盤中での挙動に関する金属トラン
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スポーターの報告はほとんど無い。 そこで母ラットから胎仔への Cd 輸送のメカニズ

ムを理解するために、Cd 輸送に関与する可能性のある金属トランスポーター各種のう

ち、上述の DMT1、ZIP8、ZIP14、ZnT1、ZnT2 及び ZnT4 との関係を調べることを

第二の目的として研究を行った。 

 

2222．．．．方法方法方法方法    

本実験研究は、ラットを用いて経口投与実験を行うことから、北里大学の動物倫理委

員会の承認によって行った。 

また、Cd の日常的な人間の摂取量に相当する、ラットへの適切な経口投与量を推定

するために、日本人の腎臓中 Cd蓄積量に関する疫学研究(Yoshida et al., 1998)と、ラ

ットへの長期 Cd経口投与を行った研究 (Ohta et al., 2000)を参考にして、1 mg/kg/day

の経口投与量が、ヒトにおける日常的なCd摂取量と同じレベルに相当すると判断した。 

 

2222----1111．．．．実験動物実験動物実験動物実験動物についてについてについてについて    

Wistar 系の雌ラット（5 週齢）を日本クレア株式会社から購入した。雌ラットは投
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与する Cd 量毎に、5 匹ずつ 4 つの実験群に分け、1 週間の予備飼育の後、6 週齢から

Cd（CdCl2）の経口投与を開始した。4群各々には、Cdを、0、1、2及び 5 mgCd/ kg 

/day の用量で、週 6 日間経口摂取させた。 雌ラットは、9 から 10 週齢の時期に同週

齢の雄ラットと一対一で交配をさせ、妊娠、出産後、哺乳期間まで観察した。雌ラット

（母ラット）は 28日間の哺乳期間の後に、ネンブタール麻酔下で心採血により屠殺し、

氷冷食塩水を使用して全身の血流を灌流して臓器を洗浄し、肝臓、腎臓、子宮等の臓器

を摘出した。なお、母ラットへの Cd投与は、開始から哺乳後に屠殺するまで継続して

行った。 生後 1 日齢の仔ラット、すなわち新生仔はジエチルエーテル麻酔により、ま

た生後 28日齢の仔ラットはネンブタール麻酔下で、心採血により屠殺した。その後、

各仔ラットから肝臓及び腎臓を摘出した。 

一方、上記と同様の実験群を用意して、妊娠期間中に屠殺することで母ラットの胎盤

試料を得た。 これら実験群の雌ラットは、交配の後、膣栓落下を確認した日を妊娠 0

日目として、妊娠 19 日目又は、20 日目にネンブタール麻酔下で心採血により屠殺後、

氷冷食塩水を使用して全身の血流を灌流して臓器を洗浄し、胎仔及び胎盤を摘出した。 
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2222----2222．．．．CdCdCdCd、、、、ZnZnZnZn及及及及びびびび CuCuCuCu濃度の測定濃度の測定濃度の測定濃度の測定法法法法    

母ラットの血液、子宮及び胎盤の Cd、Zn及び Cuの濃度と、仔ラットの肝臓及び腎

臓の Cd濃度は、原子吸光光度計（ゼーマン 180；日立製作所）を用いて測定した。各

組織は硝酸により、110℃ヒートブロック使用して 5時間処理し、それぞれの測定波長

で金属濃度を測定した（Cd：228.8 nm、Zn：213.9 nm、Cu：324.8 nm）。 

 

2222----3333．．．．可溶性画分の可溶性画分の可溶性画分の可溶性画分の総カドミウム総カドミウム総カドミウム総カドミウム量量量量（（（（TTTT----CdCdCdCd））））、、、、MTMTMTMT----CdCdCdCd及び及び及び及び nonMTnonMTnonMTnonMT----CdCdCdCdの測定の測定の測定の測定法法法法    

金属測定とは別に、組織を 0.25M ショ糖中でホモジナイズし、105,000×g で 60 分

間、遠心分離を行った。 得られた上清（可溶性画分）の一部から総カドミウム（T-Cd）

濃度を測定し、残りの上清からは、MTと結合している Cd（MT-Cd）とMTと結合し

ていない Cd（nonMT-Cd）の濃度を測定した。T-Cd および MT-Cd の測定は、Cd の

測定波長（228.8 nm)でフレームレス原子吸光光度計（ゼーマン 180；日立製作所）を

用いて測定した。さらに、nonMT-Cd は、T-Cd および MT-Cd の濃度差として、計算

により算出した。尚、MT-Cd の測定に用いた上清には、遊離 Cd を除去する為の処理

を行った。 すなわち、hemolyzate 溶液を上清に添加して、攪拌後、沸騰水中で 150
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秒間インキュベートし、15,000 rpm で 5 分間遠心分離して上清を得た。 hemolyzate

溶液の添加から、遠心分離までの手順を３回繰り返し、得られた上清をMT-Cdの測定

に用いた (Nomiyama and Nomiyama, 1982; Onosaka et al., 1978)。 

 

2222----4444．．．．逆転写と逆転写と逆転写と逆転写と定量的リアルタイム定量的リアルタイム定量的リアルタイム定量的リアルタイム PCRPCRPCRPCR    

iso-MTs（I、II及び III）と、金属トランスポーター（DMT1、ZIP8、ZIP14、ZnT1、

ZnT2及び ZnT4）をそれぞれコードする遺伝子の発現は、リアルタイム PCR法を用い

て定量した。各母ラットから摘出したそれぞれの子宮と胎盤の全 RNA サンプルは、

ISOGEN液（ニッポンジーン）により調製した。第一鎖 cDNAは、各全 RNAの 0.1µg

を PrimeScriptTM    RT Master Mix（タカラバイオ社）と混合し、7500 Real Time PCR 

System（Applied Biosystems）を用いて、37℃で 15分の処理後に、85℃で 5秒のイ

ンキュベートを行って合成させた。 

定量的リアルタイム PCRは、サイバーミックス TaqTMⅡキット（タカラバイオ社）

を用いて行った。 PCRに用いたプライマー対の配列を Table 1に示した。尚、内部標

準にはアクチンβを使用し、そのプライマー対の配列は、センス側が 5′-TCC TCC CTG 



 - 8 - 

GAG AAG AGC TA-3′、アンチセンス側が 5′-ACT CCT GCT TGC TGA TCC AC-3′で

ある。 

PCR反応は、95℃で 2分の熱変性後、95℃で 2分、59℃で 15秒、72℃で 34秒を１

サイクルとして、合計 45サイクルを繰り返した。 増幅データは、7500システムの SDS

ソフトウェア（Applied Biosystems 社）を用いて分析した。 相対的な発現レベルは、

アクチンβ mRNA量に対する各試料中のmRNA量の比として算出した。 

 

2222----5555．．．．SDSSDSSDSSDS----PAGEPAGEPAGEPAGE及び及び及び及びウウウウエエエエスタンブロッティングスタンブロッティングスタンブロッティングスタンブロッティング法法法法    

子宮の粗抽出液を 18％SDS-ポリアクリルアミド電気泳動でタンパク質を分離させ、

PVDF膜（Amersham Pharmacia Biotech社）へ転写させた。0.05％スキムミルクを

含む TBS緩衝液で（pH8.0）でブロッキング処理した後、Tween 20を含む TBS緩衝

液（Tween-TBS緩衝液）で洗浄し、抗ラット精巣MT様 Cd結合タンパク質ポリクロ

ーナルウサギ抗体を一次抗体として反応させた。尚、使用した抗ラット精巣MT様 Cd

結合タンパク質ポリクローナルウサギ抗体は、ラットMTに反応することが報告されて

いる(Ohta et al., 2000)。非特異的に PVDF膜に吸着した一次抗体は、Tween-TBS緩
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衝液で洗浄し、アルカリホスファターゼ標識抗ウサギ IgGヤギ抗体と 90分間反応させ

た。PVDF 膜は洗浄後に、シグマ社製のニトロブルーテトラゾリウム溶液（NBT）と

5-ブロモ-4 -クロロ-3-インドリルリン酸溶液（BCIP）及び発色用緩衝液で発色させ、

MTを検出させた。 

 

2222----6666．．．．MTMTMTMTの免疫組織染色の免疫組織染色の免疫組織染色の免疫組織染色法法法法    

胎盤中の MT の局在を観察するために、ラットの肝臓中の MT を染色した。すなわ

ち、Nakajima et al. (1991) の方法により、ラットの胎盤組織の切片をパラフィン包埋

の後、ミクロトームを用いて薄切を行った。薄切した胎盤組織のパラフィンを溶解させ

脱パラフィンを十分に行った後、免疫組織染色のために、30分間、メタノールと 0.3％

過酸化水素水を用いて内因性ペルオキシダーゼ処理を行って、４℃のリン酸緩衝液で洗

浄した。抗MTポリクローナルウサギ抗体で処理した後、リン酸緩衝液で洗浄し、ビオ

チン標識した抗ウサギ IgG ヤギ抗体を二次抗体として反応させた。 最後に Histofine 

SAB-POキット（ニチレイ社製）を用いて、ストレプトアビジン酵素との化学発色反応

を、光学顕微鏡下で確認した。 尚、本研究で用いた抗MTポリクローナルウサギ抗体
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は、ヒト、ラット、ウサギのMT-I、MT-IIを認識することが、あらかじめ報告されて

いる（Nakajima et al., 1991）。 

 

2222----7777．．．．統計分統計分統計分統計分析析析析についてについてについてについて    

 本実験で得られた結果は 5%有意水準で統計学的に評価した。各 Cd投与群及び対照群

との間に一元配置分散分析（ANOVA）法により有意差がみられた場合、Fisherの多重

比較検定（PLSD）法で、有意差検定を行った。 

 

3333．結果．結果．結果．結果    

3333----1111．金属濃度測定．金属濃度測定．金属濃度測定．金属濃度測定についてについてについてについて    

子宮中の Cd 濃度は、1、 2 及び 5 mg 投与群で対照群と比較して、Cd の用量に依

存して有意に増加した（Fig. 1A）。しかし、子宮中の Zn濃度は、各実験群に有意差は

なく（Fig. 1B）、Cu濃度は 2及び 5 mg 投与群で対照群と比較して、有意に減少した

（Fig. 1C）。 

一方、胎盤中における Cd及び Cuの濃度は、子宮中の金属濃度に類似した傾向がみら
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れた。Cd濃度は、1、2及び 5 mg 投与群で対照群と比較して、Cdの投与量に依存し

て有意に増加し（Fig. 2A）、Cu濃度は、2及び5 mg 投与群で有意に減少した（Fig. 2C）。

一方、胎盤中の Zn濃度は、5 mg 投与群でのみ、対照群と比べ有意に減少した（Fig. 2B）。 

母ラットの血液中の Cd 濃度は、1、2 及び 5 mg 投与群で対照群と比較して、有意

に増加し（Fig. 3A）、血液中の Zn濃度は、Cd投与量に反比例して、減少する傾向が

みられたが、この変化に有意差がなかった（Fig. 3B）。Cu濃度については、1及び 5 mg 

投与群で、対照群よりも有意に減少した (Fig. 3C)。 

 

3333----2222．．．．CdCdCdCdの蓄積形態の蓄積形態の蓄積形態の蓄積形態についてについてについてについて    

子宮中の T-Cd量及びMT-Cd量は、2及び 5 mg 投与群で、対象群と比較して有意

に増加した（Figs. 4A and 4B）。T-Cd量及びMT-Cd量を基に算出した nonMT-Cd

量は、2及び 5 mg 投与群で、対象群と比較して有意に増加した（Fig. 4C）。また、

胎盤中のMT-Cd量が 2及び 5 mg 投与群で対照群と比較して、有意に増加した（Fig. 

5B）。T-Cd量及び nonMT-Cd量も 1 mg以上の全ての Cd投与群で、対照群と比較し

て、有意に増加した（Figs. 5A and 5C）。 
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3333----3333．．．．MTMTMTMT遺伝子発現量の定量及び遺伝子発現量の定量及び遺伝子発現量の定量及び遺伝子発現量の定量及びMTMTMTMTタンパク質タンパク質タンパク質タンパク質の定性の定性の定性の定性分析分析分析分析    

MT-Ⅰ及び MT-Ⅱの mRNA の発現量は、子宮中で Cd 濃度に依存した増加傾向にあ

ったものの、有意な差はみられなかった (Fig. 6A)。反対に、胎盤中では、MT-Ⅰの

mRNA発現量は 1及び 2 mg投与群で、MT-ⅡのmRNA発現量は 2及び 5 mg群で、

対照群と比較して有意に増加した（Fig. 6B）。また、子宮中、胎盤中共にMT-Ⅱの発

現量が最も高値を示した。 一方、MT-ⅢのmRNAの発現量は、子宮及び胎盤中で顕著

な変化は観察されなかった（Figs. 6A and 6B）。子宮中のMTタンパク質をウエスタ

ンブロット法により定性的に分析した結果、全ての投与群でMTが検出できた。検出さ

れたMTの染色像は、2 mg投与群、1 mg投与群、5 mg投与群、対照群の順で濃くな

った（Fig. 6C）。 

 

3333----4444．胎盤中．胎盤中．胎盤中．胎盤中MTMTMTMTの局在の局在の局在の局在    

全ての Cd投与群において、胎盤の合胞体栄養細胞にMTが検出されたが、5 mg投

与群では、他の群と比べて MT の染色像が少なかった（Fig. 7）。また、2 及び 5 mg
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投与群において、形態学的な変化が胎盤中でみられ、特に 5 mg投与群では、組織の萎

縮が顕著であった（Fig. 7D）。 

 

3333----5555．仔ラット中の．仔ラット中の．仔ラット中の．仔ラット中の CdCdCdCd濃度濃度濃度濃度の測定の測定の測定の測定    

新生仔ラットの肝臓中及び腎臓中の Cd濃度を測定した結果、母ラットへの Cd投与

によって、わずかながら胎仔期に Cd が移行していることが明らかとなった。 新生仔

ラットでは、腎臓よりも肝臓に多く蓄積する傾向があり（Fig. 8）、反対に生後 28 日

齢の仔ラットでは、肝臓より腎臓に多く蓄積する傾向があった（Fig. 9）。生後 28 日

齢の仔ラットの腎臓中では、特に 2及び 5 mg投与群で、Cd蓄積量が対象群と比較し

て、有意に増加していた（Fig. 9）。 

 

3333----6666．．．．    金属トランスポーターの遺伝子発現量の定量金属トランスポーターの遺伝子発現量の定量金属トランスポーターの遺伝子発現量の定量金属トランスポーターの遺伝子発現量の定量    

3333----6666----1111．．．．DMDMDMDMT1T1T1T1遺伝子の発現量遺伝子の発現量遺伝子の発現量遺伝子の発現量についてについてについてについて    

子宮中の DMT1遺伝子の発現量は、5 mg投与群において、対象群と比較し、有意に

増加した（Fig. 10A）。胎盤中の DMT1 遺伝子の発現量は、全ての投与群で対象群と
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比較して、有意に増加した（Fig. 10B）。 

 

3333----6666----2222．．．．ZIP8ZIP8ZIP8ZIP8及び及び及び及び ZIP14ZIP14ZIP14ZIP14遺伝子の発現量遺伝子の発現量遺伝子の発現量遺伝子の発現量についてについてについてについて    

子宮中の ZIP8遺伝子及び ZIP14遺伝子の発現量は、全ての投与群で対象群と比較し

て、減少傾向が認められた。特に ZIP8遺伝子の 1及び 2 mg投与群でのみ、遺伝子の

発現量が対象群と比較して有意に減少した（Fig. 11A）。 胎盤中における ZIP8遺伝子

及び ZIP14 遺伝子の発現量は、子宮中の発現量の傾向とは反対で、対象群と比較し用

量に依存して増加しており、特に ZIP14遺伝子の 2及び 5 mg投与群でのみ、遺伝子の

発現量が、対象群と比較し有意に増加した（Fig. 11B）。 

 

3333----6666----3333．．．．ZnT1ZnT1ZnT1ZnT1、、、、ZnT2ZnT2ZnT2ZnT2及び及び及び及び ZnT4ZnT4ZnT4ZnT4遺伝子の発現量遺伝子の発現量遺伝子の発現量遺伝子の発現量についてについてについてについて    

子宮中の ZnT1、ZnT2及び ZnT4遺伝子は、1 mg投与群で対象群と比較して、有意

に増加したが、他の Cd投与群では対象群と比較しても有意性はなかった（Fig. 12A）。

胎盤中の ZnT2遺伝子の発現量は、Cd投与量に依存して増加し、特に 2及び 5 mg投

与群では対象群と比較し有意に増加した（Fig. 12B）。  
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4444．．．．考察考察考察考察    

4444----1. Cd1. Cd1. Cd1. Cd蓄積と蓄積と蓄積と蓄積とMTMTMTMT    

母ラットでは、投与した Cd量と、子宮及び胎盤中に検出された Cd濃度の関係は、

Cd 投与量に依存して増加しており、MT-Cd 濃度及び nonMT-Cd 濃度についても同様

に、投与した Cd量に比例して増加した（Figs. 1A, 2A, 4 and 5）。 一方、Cdの存在

画分に着目したところ、子宮中の Cd濃度と可溶性画分中の T-Cd濃度から、子宮中 Cd

の約 50％が可溶性画分中に存在することが明らかとなった（Figs. 1A and 4A）。それ

に対し、胎盤中では、T-Cd濃度から Cd量の約 90%が可溶性の画分中に存在した（Figs. 

2A and 5A）。 以上の結果から、投与した Cdは、母ラットの血液中で用量に依存して

増加し（Fig. 3A）、血流を通して、最終的に胎盤へ蓄積すると考えられた。 

さらに可溶性の画分中に含まれていた Cdの化学的形態を調べたところ、子宮中では

MT-Cdの形態で存在していた割合が約 10％、nonMT-Cdの形態で存在していた割合が

約 90％であった（Fig. 4）。この特徴的な比率の結果は、Cd投与群のうち、2及び 5 mg

投与群で観察されていたが、1 mg投与群にはこのような現象が観察できなかった。ま

た、胎盤中でもnonMT-Cd量が、MT-Cd量よりも多く存在している傾向がみられた（Fig. 
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5）。一方、1 mg投与群のMT-Cd量には、有意な増加はみられなかった（Fig. 5B）。  

以上の結果から、胎盤中に蓄積していた Cd の多くは、nonMT-Cd の形態で存在し、

2 mg/kg/day以上の Cd投与により、MT-Cdが顕著に増加するものと考えられた。 

ここで、胎盤中の MT はどこで産生されたのか、について考察する。 Chan et al. 

(1993) は、妊娠中のラットに Cd を経口投与して血漿中の MT が増加すると、Cd は

MT-Cdの形態となって選択的に腎臓に多く蓄積すると報告している。 さらに、Itoh et 

al. (1996)は、妊娠中のマウスを用いた単回の投与実験で、MT-Cdを静脈投与した時よ

りも、CdCl2を静脈投与した時の方が多くの Cdが胎盤に蓄積したことを報告している。

つまり、胎盤中で増加したMTは、血流によって胎盤中へ移送されたのではなく、慢性

的な Cdの経口投与の結果で蓄積した Cdによって、胎盤中で誘導合成されていたと考

えられた。 

MT のアイソフォーム（iso-MT）として、MT-Ⅰ、MT-Ⅱ及び MT-Ⅲが存在するこ

とが報告されている。 MT-Ⅰ及びMT-Ⅱは肝臓、腎臓、腸管等で発現され、金属の代

謝等に機能することがよく知られているが、子宮、胎盤及び精巣等の生殖器中での役割

は未だよくわかっていない。その上、MT-Ⅲについては、脳や精巣で発現されることが
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確認されているが、その詳細な役割についてはほとんど明らかになっていない。 

そこで、子宮及び胎盤でのMT遺伝子の誘導合成について、各々の iso-MTの詳細を

調べた。子宮では、MT-Ⅰ及びMT-Ⅱの遺伝子発現量が、Cd投与量に依存して増加す

る傾向が認められた（Fig. 6A）。同様にMTタンパク質量を半定量的に検出するウエ

スタンブロット法を用いた結果でも、1及び 2 mg投与群で、遺伝子発現量と同じく増

加する傾向がみられた（Fig. 6C）。しかし、5 mg投与群では、MT量の増加は認めら

れなかった。この理由は、5 mg投与群では、Cd蓄積量が高濃度であったため、Cdの

毒性による細胞の傷害により、タンパク質の翻訳過程が影響を受けたものと考えられた。 

一方で胎盤では、MT-Ⅰ及びMT-Ⅱ遺伝子の発現量が、Cdの投与量に依存して増加

しており（Fig. 6B）、組織切片の染色結果でも、1及び 2 mg投与群でMTの染色が、

対象群よりも多く観察されている(Fig. 7)。この結果から、胎盤においても、MT-Ⅰ及

びMT-Ⅱが誘導合成されると考えられる。さらに胎盤中のMT-Ⅰ遺伝子とMT-Ⅱ遺伝

子の発現量を比較すると、MT-ⅡがMT-Ⅰの 15 ～ 20倍量となっており、胎盤中で発

現している MT の多くは、MT-Ⅱであると考えられた。 もう一つのアイソフォームで

あるMT-Ⅲの遺伝子発現量は、子宮でわずかに発現が認められたものの、Cd投与量に
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依存した変化はなく、胎盤中では遺伝子発現がほとんどみられなかった。 つまり、子

宮及び胎盤では、Cdの投与によるMT-Ⅲの誘導合成は起こっていないものと考えられ

た。 

 以上の結果をまとめると、子宮及び胎盤ではMT-Ⅰ、MT-Ⅱのみが誘導され、組織切

片で確認されたMTは、主にMT-Ⅱであると考えられた。 

 

4444----2. 2. 2. 2.  Cd Cd Cd Cdの母仔間移行の母仔間移行の母仔間移行の母仔間移行へのへのへのへのMTMTMTMTの関与の関与の関与の関与についてについてについてについて    

出生後１日齢の新生仔ラットから肝臓及び腎臓を摘出し、その Cd濃度を調べた。母

ラットへの Cd投与量に依存して、仔ラットの Cd濃度も増加する傾向がみられた (Fig. 

8)。さらに、出生後 28 日齢の仔ラットの肝臓及び腎臓中の Cd 濃度も同様に増加した

が、特に 2及び 5 mg投与群の腎臓中で統計的有意な増加がみられた(Fig. 9) 。ここで、

Cdの蓄積するターゲット臓器について比較すると、28日齢の仔ラットでは肝臓よりも

腎臓に多くの Cdを蓄積させているが、１日齢の新生仔ラットでは反対に、腎臓よりも

肝臓に多くの Cd が蓄積していた。MT-Cd が腎臓に選択的に移送されることと、先述

の結果と併わせると、28日齢の仔ラットの腎臓中に蓄積した Cdは、母ラットへの Cd
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投与の結果、母乳に輸送された Cdが仔ラットの腸管で吸収された後、MTと結合して、

MT-Cd となり腎臓に移送されると考えられた。それに対し、１日齢の新生仔ラットの

肝臓中に蓄積した Cdは、MTと結合していない nonMT-Cdであると考えられた。これ

まで、MT が子宮や胎盤で誘導合成されて、Cd を保持（トラップ）していると考えら

れてきたが、1 日齢の仔ラットの結果より、Cd は、胎盤関門を通過し胎仔へ移行して

いることから、MT の Cd 保持能は Cd の胎仔への移行を防ぐには十分なものではない

ことが示唆された。 MTと結合されなかった Cdは、胎盤から胎仔へ流出し、nonMT-Cd

の形態で胎仔へ移行するものと考えられた。さらに、胎盤組織の免疫化学染色の結果よ

り、5 mg投与群の母ラットの胎盤に組織障害（合胞性栄養細胞の萎縮）が認められ、2 

mg投与群でも軽度な形態変化が起きていた（Figs. 7C and 7D）。すなわち、2 mg/kg/day

以上の Cd を投与した場合には、胎盤に組織の障害性の変化が起きるため、Cd が胎盤

から胎仔に流出した可能性が考えられた。 

以上のことから、胎仔への Cd 移行には、MT が積極的には関与しておらず、MT に

結合されずに保持されなかった Cdあるいは、胎盤の傷害によって流出した Cdが、胎

仔へ移行するものと考えられた。 
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4444----3. 3. 3. 3. CdCdCdCdの母仔間移行との母仔間移行との母仔間移行との母仔間移行と金属トランスポーターの金属トランスポーターの金属トランスポーターの金属トランスポーターの関与関与関与関与についてについてについてについて    

近年、金属の体内移送に関与すると考えられる金属トランスポーターが注目されてい

る。そこで、Fe などの二価イオンの移送に関与する DMT1(Gunshin et al., 1997; 

Ferguson et al., 2001)、Znの移送に関与すると考えられている ZIP遺伝子ファミリー

及び ZnT遺伝子ファミリー(Grotz et al., 1998)、Cuのホメオスタシスの主要な因子で

ある ATP7A（Adle et al., 2007)に着目した。これら金属トランスポーターのうち、

ATP7A は、その遺伝子発現量の結果より、Cd 投与との関係性がみられなかった。 

ATP7A タンパク質は、Cu 移送を調整するため哺乳類の血液脳脊髄液関門および血液

脳関門を構成する細胞に存在している(Choi and Zheng, 2009)。しかし、ATP7Aが Cd

を移送させる役割が報告されているのは、酵母のみであり（Adle et al., 2007)、本研究

での結果を踏まえ、ATP7Aが哺乳類でCdの移送に関わる可能性は低いと考えられた。 

着目した金属トランスポーターのうち、DMT1 の発現量は、母ラットの胎盤中で有

意に増加した（Fig. 10B）。Whanger（1979）や Schumann et al.（1996) は、ラッ

トへの Cd投与の結果、血中ヘモグロビン量の減少や鉄欠乏性貧血の発生を報告してい

る。さらに貧血のラットでは、DMT1 発現量が増加することが報告されている



 - 21 - 

(Thompson et al., 2007; Fleming et al., 1998)。そこで、本研究で DMT1の発現量が増

加したことが、貧血に由来する可能性を調査した。母ラットの血液試料を用いて、貧血

に関わる生化学指標として、ヘマトクリット値とヘモグロビン値を測定したが、5 mg

投与群でのみ対照群と比較し、わずかに血中のヘマトクリット値の減少がみられた程度

で、全投与群のヘモグロビン値は一定であった。つまり、本研究のような低濃度の Cd

投与では、ラットに貧血は起こらず、胎盤中の DMT1 遺伝子の発現の有意な上昇は、

貧血に由来したものではないと考えられた。 一方、DMT1 は、Fe の他、鉛（Pb）や

Cd 輸送にも関与することが一部の報告では示されており (Bressler et al., 2004)、

Abouhamed et al. (2007) によれば、DMT1が細胞質中のエンドソーム/リソソーム画

分から Cdの放出に関与し、ラットの腎臓の近位尿細管の細胞でアポトーシスを誘導す

ることが指摘されている。本研究の結果からは、はっきりと DMT1が子宮や胎盤で Cd

輸送に関係するかは明らかにはできなかったが、胎盤の DMT1 遺伝子の発現量が Cd

の投与量に依存して変化したことで、胎盤における Cdの移送の一部には関与する可能

性が考えられた。 

さらに、生体の必須である Znの移送に関係する ZIP遺伝子ファミリーについて、同
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様の研究を行った。1及び 2 mg投与群では、子宮での ZIP8遺伝子の発現量が有意に

減少した（Fig. 11A）。反対に胎盤では、ZIP14 遺伝子の発現量は、全ての投与群で

Cd投与に依存した増加傾向がみられた（Fig. 11B）。ZIP14は、Znの細胞質中への取

り込みに関与しているが、本研究では、胎盤中の Zn濃度が一定であるのに（Fig. 2B）、

遺伝子の発現量が増加するという結果が得られた（Fig. 11B）。この結果は、胎盤の

ZIP14は、Znを取り込むよりむしろ、Cdの投与によって生体内で増加した Cdの取り

込みに関与した可能性があると思われた。 同様に Cd の取り込みに関与する報告があ

り、Cdの蓄積や Cdの毒性が表われる際、ZIP8遺伝子及び ZIP14遺伝子が関わってい

ることが報告されている。すなわち、Cd 耐性のマウスで、腎臓の近位尿細管上皮の頂

端面の ZIP8 は発現量が少ないにもかかわらず、傷害を受けた腎臓中の ZIP8 は高度に

発現した (He et al., 2009)。さらに、ZIP14は他の ZIPファミリーの中でも、ZIP8と

遺伝子配列が類似しているので、その機能も似ているのではないかという仮説も提案さ

れている (He et al., 2009)。また、Himeno et al. (2009) の報告では、 ZIP8遺伝子が

精巣の血管で、Cdの取り込みの役割を果たすとされている。 さらに、DNAマイクロ

アレイ法やリアルタイム PCR 法を用いた研究によって、ZIP8 遺伝子及び ZIP14 遺伝
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子の発現量は、Cd に耐性な細胞においては減少する傾向が観察されている (Fujishiro 

et al., 2009; Fujishiro et al., 2011)。 

以上のように、ZIP8及び ZIP14は様々な器官内で発現し、細胞質ゾル中への Cdの

取り込みに関与すると考えられてきたが、本研究の結果、胎盤でも、ZIP14が Cdの取

り込みに関与している可能性を新たに見出した。 

ZnT遺伝子については、原形質膜に存在する ZnT1が、細胞質ゾルから細胞外へ Zn

を排出させ（Cousins and McMahon, 2000）、細胞内小胞に存在する ZnT2及び ZnT4

が、Zn を細胞質ゾルから細胞内小胞へ取り込む役割を持っていることがわかっている

（Cousins and McMahon, 2000; Palmiter et al., 1996）。ZnT1の遺伝子は、Znだけ

でなく Cdによっても誘導合成されるとの報告があるが（Langmade et al., 2000）、哺

乳類で ZnT1 が Cd を移送するという報告は見当たらない。本研究の結果でも、ZnT1

遺伝子の発現量は用量に依存した変化はみられていないことから（Figs. 12A and 12B）、

子宮及び胎盤に存在する ZnT1 は、Cd の移送に関与する可能性は低いと考えられた。

一方、胎盤の ZnT2遺伝子の発現は、2及び 5 mg投与群で有意に変化していたことか

ら（Fig. 12B）、ラット胎盤の ZnT2タンパク質は、投与された Cdにより胎盤内で Cd
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の移行に関わる可能性が初めて示唆された。 

 

5. 5. 5. 5. 総括総括総括総括    

本研究では、Cd の母仔間移行に関与する、MT と金属トランスポーターについて研

究した。新生仔ラットで Cd が肝臓に多く蓄積していた結果より、Cd が MT と結合し

ていれば選択的に腎臓に蓄積されるため、MTは母から胎仔への Cd移送に、積極的に

関与していないことが明らかとなった。むしろMTは、胎盤内での Cdの蓄積や保持（ト

ラップ）の役割を担い、Cdによって傷害を受けた胎盤からは、Cdが漏出して母から胎

仔へ移送された。 

一方、DMT1、ZIP14及び ZnT2の金属トランスポーターは、胎盤において各々の遺

伝子発現量が、Cdの投与量に依存して増加しており、Cdの母仔間移行に関与している

可能性を示唆する結果が得られた。 

 

6. 6. 6. 6. 今後の課題今後の課題今後の課題今後の課題    

Cd の母仔間移行に関する金属トランスポーターの役割をより詳細に検討するために
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は、今回行った遺伝子発現レベルの実験に加え、タンパク質レベルでの実験が必要とな

る。また、本研究では子宮よりも胎盤で、Cd の投与に応じた遺伝子発現量の変化が認

められていることから、胎盤を通じた母から胎仔への Cd移行過程で、複数のタンパク

質が複合的に働いていると考えられた。従って、今後、胎盤において網羅的に遺伝子発

現量を観察し、Cd 移送に関与すると考えられる遺伝子をスクリーニングして、移送機

構の詳細を検討する必要があると考えられた。 

最後に、本研究で妊娠中のラットの生殖に関わる臓器組織中での金属トランスポータ

ーについて、遺伝子発現量の結果を示せたことは大変貴重であり、従来から研究が盛ん

であったMTの機能について解析する研究の他、母仔の生殖毒性についての有効な知見

と考える。 
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Figure 1. 

Concentrations of cadmium (A), zinc (B), and copper (C) in the uterus of mother rats. 

**** significantly different from control group, (n = 5, p < 0.05 via ANOVA and Fisher's 

PLSD). 
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Figure 2. 

Concentrations of cadmium (A), zinc (B), and copper (C) in the placenta of mother 

rats  

**** significantly different from control group, (n = 5, p < 0.05 via ANOVA and Fisher's 

PLSD). 
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Figure 3. 

Concentrations of cadmium (A), zinc (B), and copper (C) in the blood of mother rats. 

**** significantly different from control group, (n = 5, p < 0.05 via ANOVA and Fisher's 

PLSD). 
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Figure 4.  

Cadmium concentration in the uterus. Cadmium concentration in supernatant 

fraction (T-Cd) (A), concentration of cadmium bound by metallothionein in the 

supernatant fraction (MT-Cd) (B), concentration of cadmium not bound by 

metallothionein in the supernatant fraction (nonMT-Cd) (C). 

**** significantly different from control group, (n = 5, p < 0.05 via ANOVA and Fisher's 

PLSD). 
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Figure 5. 

Cadmium concentration in the placenta. Cadmium concentration in supernatant 

fraction (T-Cd) (A), concentration of cadmium bound by metallothionein in the 

supernatant fraction (MT-Cd) (B), concentration of cadmium not bound by 

metallothionein in the supernatant fraction (nonMT-Cd) (C). 

**** significantly different from control group, (n = 5, p < 0.05 via ANOVA and Fisher's 

PLSD). 
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Figure 6. 

Relative expression of metallothionein genes in the uterus (A) and placenta (B) of 

mother rats. Result of immunoblotting for the uterus using anti-metal–binding 

protein (metallothionein) antibodies (C). 

**** significantly different from control group, (n = 5, p < 0.05 via ANOVA and Fisher's 

PLSD). 
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Figure 7. 

Metallothionein localization in placental tissue after oral cadmium administration 

(immunohistochemical stain, original magnification × 200). Arrows indicate 

positive metallothionein staining in placental syncytiotrophoblast cells. 

Experimental groups; A= Control, B= 1 mgCd/kg, C= 2 mgCd/kg, D= 5 mgCd/kg. 
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Figure 8. 

Cadmium concentration in liver and in kidney of new born rat at first day after 

birth. 
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Figure 9. 

Cadmium concentration in liver and in kidney of new born rat at the 28th day after 

birth. 

**** significantly different from control group, (n = 4, p < 0.05 via ANOVA and Fisher's 

PLSD). 
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Figure 10. 

Relative expression of the DMT1 gene in the uterus (A) and placenta (B) of mother 

rats. 

**** significantly different from control group, (n = 5, p < 0.05 via ANOVA and Fisher's 

PLSD). 
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Figure 11. 

Relative expression of ZIP family genes in the uterus (A) and placenta (B) of mother 

rats. 

**** significantly different from control group, (n = 5, p < 0.05 via ANOVA and Fisher's 

PLSD). 
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Figure 12. 

Relative expression of ZnT family genes in the uterus (A) and placenta (B) of mother 

rats. 

**** significantly different from control group, (n = 5, p < 0.05 via ANOVA and Fisher's 

PLSD). 
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Table 1. Sense and antisense primer sequences for real time PCR measurements. 

Gene     Primer sequence 

sense 5′-ATG GAC CCC AAC TGC TCC TGC TCC ACC-3′ 
MT-I 

antisense 5′-TCA GGC ACA GCA CGT GCA CTT GTC-3′ 

sense 5′-ATG GAC CCC AAC TGC TCC TGT GCC ACA-3′ 
MT-II 

antisense 5′-TCA GGC GCA GCA GCT GCA CTT GTC-3′ 

sense 5′-ATG GAC CCT GAG ACC TGC CCC-3′ 

MT-III 
antisense 5′-TCA CTG GCA GCA GCT GCA TTT C-3′ 

sense 5′-CAA CTC TAC CCT GGC TGT GG-3′ 
DMT1 

antisense 5′-TCC TCC AGC CTA TTC CGT TG-3′ 

sense 5′-ACA CAT CCA CTT CGA CAC TG-3′ 
ZIP8 

antisense 5′-ACA GAG CGT GAT CAT CCA AG-3′ 

sense 5′-AAC GCT ACG GAG AGA ATG AC-3′ 
ZIP14 

antisense 5′-AAC CCA ATA CGA GAT CGC TC-3′ 

sense 5′-CCC AGC TTC ATA CAT GCA GGT G-3′ 
ZnT1 

antisense 5′-CCT TGC TCT CCC CTA TAT GCT C-3′ 

sense 5′-GAA CCT GCC CTC TGT TGA ACT G-3′ 
ZnT2 

antisense 5′-AAC ATG GTG TCC CCT TTG ATC TC-3′ 

sense 5′-GAT CGG AGA GCT TGT AGG TGG ATA C-3′ 
ZnT4 

antisense 5′-TCG GAG AAT TTG AAG GTA GGG AG-3′ 

 


