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【要 旨】
生体の構成成分としてや生理機能維持のためにミネラル（無機質）は重要な役割を担っ

ている。本研究においては培養ヒト血管内皮細胞を用いて様々な金属元素について、その
細胞障害性を中心に調査した。その結果、特にアルミニウムが内皮細胞に濃度依存的に細
胞死を誘導し、その細胞死はアポトーシスの形態を示した。またその細胞死は内皮細胞特
異的に誘導されていることを確認した。
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緒言

栄養学においてミネラルは生体機能の維持・
調節として重要な栄養素の一つである。それら
は生体外からの食物を介して供給されており、
適切な量を摂取することで健康維持の一端を
担っている。厚労省による「日本人の食事摂取
基準」（２０１０年版）をみてみると、多量ミネラ

ルとしてナトリウム、カリウム、カルシウム、
マグネシウム、リン、微量ミネラルとしては
鉄、亜鉛、銅、マンガン、ヨウ素、セレン、ク
ロム、モリブデン、について、性別や年齢に則
した推定平均必要量や推奨量などが提示されて
いる１）が、それぞれの過剰摂取による中毒症な
どの作用機序は未だ明らかにされていない部分
が多い。本研究では生体におけるミネラル類の
影響について培養細胞を用いて基礎データの収
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集を行った。
培養血管内皮細胞による本解析ではアルミニ

ウムに顕著な細胞障害性が見受けられた。アル
ミニウムは古くから痴呆へのリスクファクター
として疑われており２）、例えば透析脳症と呼ば
れる透析液中のアルミニウムによる痴呆症状の
発現や in vitro 実験系におけるニューロン死
など３）が報告されているが体内での動態につい
ては各器官・臓器による差異も含め不明な部分
が多い。
生体内の一器官として血管は様々な役割を

担っている。特に血管新生は発生時の脈管系、
循環器系形成や成人期の性周期関連の血管形成
といった正常個体において重要な意義を持つ。
さらに腫瘍血管形成や創傷治癒などの病的条件
下においても血管新生、特に血管内皮系の反応
は数多くの情報をもたらしている４，５）。このよ
うに内皮細胞の増殖、分化に関する制御機構を
分子レベルで明らかにすることは生物学的に
も、臨床、栄養学的見地からも重要である。
細胞障害によって誘導される細胞の死の形態

には大きく２つのタイプがある。一つはネク
ローシスと呼ばれる細胞の「壊死」で、物理的
損傷や外来性毒素等による受動的な細胞死であ
る。一方アポトーシスは個体発生時や組織分化
の過程、生体維持の為に起こる、自らのエネル
ギー代謝を伴うプログラム（された）細胞死の
ほとんどにおいてみられるものである。アポ
トーシスの形態的特徴としてはアポトーシス小
体と呼ばれる原形質突出やクロマチン凝集、核
DNAのヌクレオソーム単位での断片化などを
示し、遺伝子レベルにおいても様々なアポトー
シス関連遺伝子が見つかっている。アポトーシ
ス誘導は様々な細胞で多様な誘導要因で起こっ
ている。例えはニワトリ胚の後肢芽指形成にお
ける指間間充織細胞のプログラム細胞死６）など
は正常な生長に伴い制御されているものであ
り、増殖因子除去や虚血時といった異常な状況
でのアポトーシス調節７，８）も報告されている。
これら致死因子の発見は臨床的立場からも疾病
治癒に寄与するものとして非常に大きな期待が
寄せられている。

本研究ではミネラルの中でも特にアルミニウ
ム（と鉄）が血管内皮細胞にどのような影響を
及ぼすかを明らかにすることを目的として行っ
た。

材料と方法

（１）材料
線維芽細胞増殖因子（FGF）はウシ脳から

Lobb の方法９）により抽出した。へパリンはシ
グマ社より購入。MCDB－１０４は極東製薬か
ら、MEMは日水製薬から購入した。ウシ胎児
血清（FBS）は GIBCO（ニューヨーク）から
購入した。ヒト臍帯内皮細胞は Jaffe の方法１０）

により臍帯より分離し、培養し使用した。細胞
は第八抗原関連因子抗体により血管内皮細胞で
ある事を確認した。ラット平滑筋細胞（RSMC
－３）は加治和彦博士より提供をうけた。プロ
テイナーゼK、RNアーゼA、エチジウムブロ
マイド、ビタミンE（DL-α－トコフェノー
ル）、ならびに塩化アルミニウムをはじめとす
る各種金属塩化物はすべて和光純薬（大阪）よ
り購入した。

（２）方法
１）細胞培養
ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）の培養な

らびにラット平滑筋細胞の培養は既報１１）により
行った。

２）細胞数の計測
コンフルエント、あるいはサブコンフルエン

ト状態の細胞の通常培養液をカルシウム、マグ
ネシウム無添加リン酸バッファー（PBS－）で
洗浄後、FGF無添加（あるいは１／１０量添加）
培養液に交換、各実験に使用する薬剤を添加、
所定期間培養後、PBS－で洗浄し培養皿に付着
している細胞（生細胞）のみをトリプシンでは
がしコールターカウンターで計測した。アッセ
イは３サンプル以上を計測し平均値、標準偏差
をとり薬剤等無添加培養液での生細胞数を
１００％として生存率を計算した。
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全ての添加試薬は純水、エタノール、
MCDB－１０４培地を溶媒としたストックソ
リューションを作製し使用時の最終濃度が１％
以下になるように調節した。

３）細胞形態の観察
細胞の形態観察はDIAPHOT-TMD位相差

顕微鏡（ニコン社）を用い１００倍、あるいは２００
倍にて検鏡し写真により記録した。

４）DNAラダーの検出
アポトーシスに伴うDNAの断片化の検出は

既 報１１）に よ り 行 っ た。採 取 し たDNAは
MUPIDミニゲル装置（コスモバイオ）を用い
２％アガロース電気泳動を行った。泳動後、エ
チジウムブロマイドによってDNAを染色し、
UVトランスイルミネーターで蛍光写真を撮影
した。

結果と考察

（１）各種金属イオンの内皮細胞への影響
金属イオンによる細胞への影響は非常に多く

知られている。例えば各々のチャネルを選択的
に通過するイオンと同価の類似イオンによる
チャネル阻害や細胞内情報伝達物質としてのカ
ルシウムなどを挙げることが出来る。生体レベ
ルにおいても各ミネラルそれぞれにおいて欠乏
症や過剰摂取による健康への影響が報告されて
いる。そこで各種イオンの内皮細胞に対する影

響について調べた（表１）。カルシウム、マグ
ネシウム、ガドリニウム、亜鉛、マンガン、バ
リウム、ストロンチウム等について塩化物１
mMを培養液中に添加し観察を行った。その
結果、カルシウム、ガドリニウム、亜鉛イオン
以外では細胞死の誘導はほとんど見られなかっ
た。わずかにみられる細胞死も明らかに形態上
ネクローシスであった。
カルシウム、ガドリニウム、亜鉛についてはさ
らにタンパク合成阻害剤であるシクロへキシミ
ド（CHX）による細胞死抑制効果の有無を調
べた。多くのアポトーシスシグナルではその過
程においてタンパク質合成が要求される。それ
故タンパク合成阻害剤によってアポトーシス死
が抑制されることが知られている。しかしカル
シウム、ガドリニウム、亜鉛による内皮細胞死
はCHXによって抑制されなかった（データ未
掲載）。
今回の実験は培養細胞による結果であり濃度

等を含め、生体における添加物の動態を完全に
反映しているわけではない。しかし単純な細胞
障害であるネクローシスでなく細胞の「能動的
な」死であるアポトーシスが観察されるならそ
こには生理的な意味合いを反映していると考え
られる。そこで他のイオンについても検索を行
いアルミウムにアポトーシス細胞死誘導能を見
出した。

（２）アルミニウムによるアポトーシスの誘導
１）内皮細胞へのアルミニウムの影響
培養内皮細胞にアルミニウムを投与すると細

胞死が起こることを確認した。添加濃度と生存
率の相関を添加後２４時間でみてみると（図１
A）、塩化アルミニウムの投与において３μM
以上加えると細胞死が誘導され始める。また
５０％致死濃度は約１００μM付近であった。アル
ミニウム添加による細胞の形態変化をみてみる
と（図１B）、１mM AlCl３の投与によりコント
ロール（無添加）と比較して明らかに多数の細
胞の死が誘導されている。２４時間後で比較する
とコントロール（c）でも生存因子（FGF, FBS）
が無添加な条件なので若干の細胞死（細胞の剥

VIABILITY（％） SD（％）

ＣＴＬ １００．０ ２．７８

ＣａＣｌ２ ５７．１４ ３．７１

ＭｇＣｌ２ ７３．９２ ８．７５

ＧｄＣｌ２ ２７．８７ ３．３８

ＺｎＣｌ２ ４．４０ ２．０８

ＭｎＣｌ２ ７５．８９ ７．９３

ＢａＣｌ２ ７０．０８ ６．５９

ＳｒＣｌ２ ９０．００ ３．２６

表１ 各種金属塩化物（１mM、添加後２４h）におけるヒ
ト血管内皮細胞死の誘導
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図２ シクロヘキシミドによるアルミニウム誘導死の
抑制

１μg/mL シクロヘキシミド（CHX）の各濃度アルミ
ニウムへの影響を生存率で示した。培養液交換と同時
にCHX、アルミニウムを添加、１８時間後の細胞数を
計測。コントロールは培養液のみ１８時間での生細胞数
（この値より生存率を算出）。離）がみられるがアルミニウム添加（f）の場

合、明確に（c）より細胞死が進行している事
がわかる。さらにその死細胞は基底面からの剥

離、細胞収縮、アポトーシス小体などが観察さ
れ、形態上、アポトーシス死の様相を呈してい
た。
以上のようにアルミニウムによって内皮細胞

にプログラム細胞死が誘導されている可能性が
示唆された。そこでさらに薬理的、生化学的手
法によってアルミニウム誘導の細胞死がアポ
トーシスかどうか検討した。

（３）CHXによる細胞死の抑制
アルミニウムによってアポトーシスが誘導さ

れているのならばその細胞死はタンパク質合成
阻害剤で阻害されるはずである。CHXは HU-
VECのアポトーシスにおいてその効果が顕著
であるので本研究でもその効果を試した。その
結果（図２）、CHXによってアルミニウムによ
る細胞死が抑制された。１μg/mLの CHXと
１mMのアルミニウムを同時に添加し１８時間
後の生存率（培養液のみでの１８時間での生細胞
数を生存率１００％のコントロールとした）をみ
ると１mMアルミニウム単独で誘導される細
胞死をほぼ１００％阻害した。これらの結果はア
ルミニウム誘導細胞死がタンパク質合成を必要
とするシグナル伝達系であることを示している。

図１Ａ アルミニウムにおける細胞死の誘導
縦軸を生存率（アルミニウム無添加を１００％）、横軸を
アルミニウム濃度としてプロット。インキュベーショ
ンは２４時間

図１B アルミニウムによる細胞死における細胞の形
態変化（光学顕微鏡像）

アルミニウム（１mM）添加時の内皮細胞への影響を
観察した。コントロール（a, b, c）はアルミニウム無
添加（培養液のみ）、d, e, f にはアルミニウムを添加。
０時間（a, d）、１２時間（b, e）、２４時間（c, f）インキュ
ベーション。縮尺は１００μm 。
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図３ アルミニウム（１mM）添加時のDNA断片化
の検出

各条件の細胞よりDNAを抽出し、アガロースゲル電
気泳動にてDNA断片化の有無を観察した。レーン
１．コントロール、生存因子無添加培養液に交換後２
時間、レーン２．コントロール、生存因子無添加培養
液に交換後４時間、レーン３．アルミニウム添加後２
時間、レーン４．アルミニウム添加後４時間。

（４）DNAラダーの確認
さらにアルミニウムによる細胞死がアポトー

シスであるという確証を得るために死細胞から
DNAを抽出し、電気泳動を行った。図３はそ
の泳動像である。コントロールであるレーン１
（無添加、２h）、レーン２（無添加、４h）で
はDNAの断片化、そしてそれに伴うDNAラ
ダー像は見られない。アルミニウム添加（レー
ン３，４）の場合、レーン３（２h）ではわず
かに、レーン４（４h）では明確なDNA断片
化に伴うDNAラダーが見られた。又、CHX
の細胞死抑制効果に対しても、本当にCHXに
よってDNA断片化が阻害されているのかアガ
ロース電気泳動によって確認した（データ未掲
載）。DNAラダーはアルミニウム単独添加の
時には確認できたが、CHX存在下ではラダー
は形成されなかった。

以上の結果からアルミニウムによる血管内皮
細胞死はプログラム細胞死であることが示唆さ
れた。これまで特にアルミニウムの生体への影
響については痴呆との関連から神経細胞を中心
に調べられている。例えばラットの大脳皮質培

養細胞を用いてアルミニウムの長期投与が行わ
れている。１００μMアルミニウム投与によって
カルシウムチャネルの異常発火などがみられて
いる。本研究では細胞死に焦点を絞ったため長
期投与の効果の検討は行っていないが、少なく
ともFGF, FBS 存在下、２４時間では細胞の形態
に変化はなかった。これからの研究として低濃
度、長期投与の影響についても検討を予定して
いる。

（５）アルミニウムによる細胞死誘導の特異性
について

これまでの（２）～（４）の検討では培養液
中の生存因子を加えていない培地中で行われ
た。この条件下での実験でもコントロールとの
差は明確であり細胞死の検討には充分だと思わ
れる。しかし以前の結果１２）より、FGF, FBS 除
去の条件下では長期培養時には（いわゆる生存
因子除去シグナルによる）アポトーシスが誘導
されることが知られている。これらの事実より
生存因子除去培養液中へのアルミニウム投与に
よるアポトーシスは単に生存因子除去誘導アポ
トーシスの誘導にかかる時間等を加速している
だけではないのかという疑問が持ち上がる。そ
こで細胞が生存因子除去によるアポトーシスを
おこさず、コンフルエントを維持できる条件
（通常の十分の一量のFGF, FBS 存在下での培
養）でのアルミニウムの内皮細胞への影響を調
べた（図４）。
図４Aは、その時の細胞形態を示したもの

である。９６時間維持条件においても、コント
ロールはコンフルエントを保っており生存因子
除去誘導のアポトーシスは検出できなかった。
しかしこの条件下でもアルミニウム添加によっ
てプログラム細胞死が誘導出来た。生存率を計
測しても（図４B）、細胞数の減少が見受けら
れた。これらの実験により、アルミニウム添加
によるアポトーシスは生存因子除去による細胞
死シグナルとは別の情報伝達系で働いている事
が示唆された。
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Ａ）

Ｂ）
図４ コンフルエント状態維持条件下でのアルミニウ

ムの影響
通常添加量の１０分の１量のFGF（７μg/mL）、FBS（１
%）の存在によってコンフルエントを維持している状
態でのアルミニウムの影響。A）光学顕微鏡像。a, b,
c はアルミニウム無添加（１０分の１量のFGF、FBS
を含む培養液）、d, e, f にはアルミニウム（１mM）
を添加。０時間（a, d）、４８時間（b, e）、９６時間（c, f）
培養。縮尺は１００μm。B）１０分の１量のFGF、FBS
存在下でのアルミニウム添加による生存率の変化（実
験開始前を１００％生存率)。■はコントロール、▲は１
mMアルミニウム同時添加。

図５ 平滑筋におけるアルミニウムの影響
ラット平滑筋細胞（RSMC-３）へのアルミニウム添
加の効果を観察。a．コントロール、培養液交換前。
b．コントロール、培養液交換後４日目。c．１mMア
ルミニウム、培養液交換後４日目。縮尺は１００μm 。

また当研究におけるアルミニウム誘導アポ
トーシスが内皮細胞特異的なものかどうかにつ
いても検討を加えた（図５）。ラット平滑筋細
胞（RSMS－３）を用いてアルミニウムの影響
について調べた。内皮細胞とは異なり培養液交
換後４日目においても、１mMアルミニウム
添加によるアポトーシス誘導は見られなかっ
た。また生存因子除去（通常添加する１０％FBS
の除去）によっても内皮細胞のようなアポトー
シスは起こらなかった。つまり、アルミニウム
は内皮細胞特異的にアポトーシスを誘導してい
る可能性が見出された。

（６）抗酸化剤の効果
アルミニウムは鉄輸送系によって細胞内に取

り込まれていると考えられておりトランスフェ
リン受容体仲介輸送やトランスフェリン非依存
性輸送などが知られている。特に非依存性輸送
系によってアルミニウムや鉄の異常な細胞内蓄
積がなされているといった報告もありこれらの
経路とアポトーシスシグナルとの関係も興味深
いところである１３，１４，１５）。さらにアルミニウムに
よるニューロン死は抗酸化剤で阻害されること
からアルミニウム毒性がフリーラジカル関与で
あるとする報告１６，１７）もあり、本研究においても
抗酸化剤であるビタミンEのアルミニウム誘
導アポトーシスへの効果を調べた。様々な濃度
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図６ アルミニウム存在下での抗酸化剤の効果
アルミニウムの有無に関わらず各種濃度のビタミンE
を内皮細胞培養液に添加し、２４時間後に生存細胞数を
計測した。コントロール（１００%生存率）は培養液の
みのサンプルより算出。

のビタミンEとアルミニウムの同時投与を
行ったが（図６）、その生存率を好転させるこ
とはほとんどなく、内皮細胞におけるアルミニ
ウムの致死効果にビタミンEは影響を与えな
いことがわかった。

筆者らは以前にアルツハイマー病における病
因の一つと考えられているアミロイド βタン
パクのペプチド断片が血管内皮細胞にアポトー
シスを引き起こすことを報告している１８）が、今
回のアルミニウムの結果とともにいわゆる老化
病のリスクファクター候補が血管内皮細胞に対
して特異的にプログラム細胞死を誘導している
事は非常に興味深く、今後は生体レベルでの影
響についても調査していきたい。
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