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研究成果の概要（和文）：メチル水銀が細胞障害性因子TNFαの発現を脳組織特異的に誘導することを見出し、
この誘導に必須の役割を果たす蛋白質としてtmRT1およびRelBを同定した。メチル水銀がtmRT1およびRelBの結合
を顕著に促進させ、さらに両者が共に大脳および小脳に特異的に発現していることから、メチル水銀が示す脳組
織選択的な障害の機構がRelBとtmRT1を介したTNFαの脳組織特異的な発現誘導によることが示された。

研究成果の概要（英文）：We have found for the first time that methylmercury induces brain-specific 
expression of TNFα. Further, although research on TNFα has been actively carried out worldwide, 
induction of TNFα expression via tmRT1 is not known. The results obtained by this study not only 
clearly explain the mechanism of methylmercury toxicity, but also lead to the creation of a new 
research field called: induction of TNFα expression via tmRT1.

研究分野： 化学物質影響関連

キーワード： メチル水銀　毒性　転写調節　シグナル伝達　オートクライン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
メチル水銀が脳特異的にTNFαの発現を誘導することは我々が初めて見出したものである。また、TNFαに関する
研究は世界的に盛んに行われているが、tmRT1を介したTNFαの発現誘導は全く知られていない。本研究によって
得られた成果は、約半世紀の長期にわたって未解明であったメチル水銀の毒性発現機構を分子レベルで明確に説
明することになるだけでなく、“tmRT1を介したTNFα発現誘導”という新しい研究分野の創生にも繋がる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
水俣病の原因物質として知られるメチル水銀は重篤な中枢神経障害を引き起こす。近年、この
メチル水銀の妊娠中における魚介類を介した過剰摂取が胎児の脳の発達に障害を与えるとの疫
学研究結果が公表され世界的な社会問題となっている。そのため 2013 年 10 月に国連環境計画
会議において「水銀に関する水俣条約」が採択され、年間 2,000 トンにものぼる水銀の環境中
排出を抑制するための世界的な取り組みが開始されている。 
 しかし、水俣病の発症から半世紀以上が経過した現在もメチル水銀が引き起こす中枢神経選
択的な障害の発症機構はほとんど解明されていない。このメチル水銀毒性発現機構の解明は、
水俣病を経験した国である日本の義務とも言える最重要課題である。 
 我々はメチル水銀毒性発現機構の解明を目指し、独自に開発した網羅的遺伝子スクリーニン
グ法を駆使してメチル水銀毒性の発現に影響を与える蛋白質を同定してきた。そしてごく最
近、メチル水銀毒性増強作用を有する細胞内因子として転写因子様蛋白質 tmRT1（機能未知）
を同定し、メチル水銀によって tmRT1 を介して合成誘導され細胞外に放出される TNFαなどの
細胞障害性因子が細胞死を引き起こしていることを見出した。マウスへのメチル水銀投与が脳
組織特異的に TNFαの発現を誘導することも確認されていることから、本知見はメチル水銀が
示す脳選択的毒性の発現機構解明のための突破口ともなり得ると考えられる。そこで本研究で
は、この現象の総体的な分子機構解明を目指す。 
 
２．研究の目的 
（１）メチル水銀による tmRT1 を介した TNFα 発現誘導機構を明らかにする。 
（２）メチル水銀による tmRT1 の活性化機構を明らかにする。 
（３）TNFαによるメチル水銀毒性増強機構を明らかにする。 
（４）メチル水銀が示す脳選択的毒性の発現における TNFα および tmRT1 の個体レベルでの役

割をそれぞれの欠損マウスを用いて明らかにする。 
（５）tmRT1 を介した TNFα発現誘導とメチル水銀以外の環境汚染物質の細胞毒性との関係を

明らかにする。 
以上の研究により、tmRT1 を介した TNFα発現誘導によるメチル水銀毒性発現機構の徹底解明を
目指す。 
 
３．研究の方法 
ヒトまたはマウスの脳由来培養細胞を用いて、メチル水銀による tmRT1 の活性化、および、TNFα
の tmRT1 を介した合成誘導の機構を解析し、さらに、TNFαによる細胞死誘導機構またはメチル
水銀毒性増強機構についても詳細に検討する。 
 
４．研究成果 
（1）メチル水銀による tmRT1 を介した TNFα発現誘導機構 
 HEK293 細胞をメチル水銀で処理することによって tmRT1 蛋白質量が増加し、tmRT1 の高発現
によって TNFα 発現量が顕著に増加することを明らかにしている。定常時においても tmRT1 は
大部分が核内に存在しているが、本研究によって、TNFαプロモーター領域に tmRT1 は僅かしか
結合していないことが判明した。しかし、メチル水銀処理がその結合レベルを著しく増加させた
ことから、メチル水銀による TNFα の発現誘導には TNFα プロモーター領域への tmRT1 の結合
量の増加が関与していると考えられる。また、tmRT1 高発現による TNFα発現誘導に必要なプロ
モーター領域を調べたところ、tmRT1 は TNFα 遺伝子の転写開始点上流-1146 から-1140 の領域
に結合してその発現を誘導していることが明らかになった。さらに、RelB を構成因子とする転
写因子 NF-κB も tmRT1 と同様にメチル水銀による TNFα の発現誘導に関与することが判明し
た。メチル水銀処理によって RelB の核内レベルが上昇し、この RelB は TNFα 遺伝子の転写開
始点上流-1158 から-1148 の領域に結合することが示唆された。RelB は p100 と二量体を形成し
て非古典的 NF-κB として機能する。RelB と p100 をそれぞれ発現抑制するとメチル水銀による
TNFα発現誘導能が低下した。また、p100 の発現抑制によって核内 RelB レベルの増加がほとん
ど認められなくなった。さらに、p100 を p52 に限定分解し RelB/p52 の核移行を促進させるキナ
ーゼである NIK もメチル水銀によって活性化され、また、その発現抑制によってメチル水銀によ
る TNFα発現誘導能が低下した。これらのことから、メチル水銀は NIK 依存的に RelB/p52 を活
性化させることで TNFα 発現誘導に関与していると考えられる。RelB と tmRT1 の両者の発現を
同時に抑制したところ、それぞれ単独発現抑制時に認められたメチル水銀による TNFα発現誘導
能の低減の更なる低下（相加作用）は認められなかった。また、メチル水銀によって RelB と tmRT1
の結合が著しく促進されることが明らかになった（RelB と tmRT1 との結合はメチル水銀非存在
下ではほとんど認められない）。さらに、メチル水銀による核内 RelB レベルの増加も、tmRT1 発
現抑制によってほとんど認められなくなった。tmRT1 は核内に常在することから、メチル水銀に
よって核内へ移行した RelB が tmRT1 との結合を介して核内に留まることで TNFα発現誘導に関
与している可能性が考えられる。tmRT1 と RelB は共に大脳および小脳に特異的に発現しており
肝臓や腎臓にはほとんど発現していないことも判明したことから、これがメチル水銀による脳
選択的な TNFα発現誘導の主要な機構であると考えられる。 
 免疫沈降法を用いてメチル水銀によって核内で tmRT1 との結合レベルが増加する RelB 以外の



蛋白質を検索したところ、FACT complex subunit SSRP1 (SSRP1)、ribonucleic acid export1 
(RAE1)、 proliferating cellular nuclear antigen 1 (PCNA1)、acidic nuclear phosphoprotein 
32 family member E (ANP32E) および exosome complex component RRP4 (EXOSC2) が同定され
た。これら蛋白質の発現抑制がメチル水銀による TNF-α発現誘導に与える影響を検討したとこ
ろ、EXOSC2 に対する siRNA を導入した細胞でのみメチル水銀による TNFα発現誘導率の低下が
認められた。EXOSC2 は通常時には tmRT1 と僅かしか結合していないが、この結合レベルはメチ
ル水銀処理によって増加した。EXOSC2 と tmRT1 の両者の発現を同時に抑制しても TNFα発現誘
導率の更なる低下が認められなかったことから、tmRT1 は RelB のみならず EXOSC2 とも複合体
を形成してメチル水銀による TNFα発現誘導に関与していると考えられる。 
 
（2）メチル水銀による tmRT1 の活性化機構 
① メチル水銀が tmRT1 の細胞内分布に与える影響 
 GFP を融合させた tmRT1 を HEK293 細胞に導入して細胞内分布を調べたところ、そのほとんど
が核内に存在していた。また、内因性の tmRT1 も核内に存在し、細胞をメチル水銀で処理しても
その分布はほとんど変動しなかった。このことから、メチル水銀は tmRT1 の細胞内分布に影響を
与えることなく、TNFαの発現誘導に関与していると考えられる。 
② tmRT1 へのメチル水銀の直接的な結合とその結合が tmRT1 活性に与える影響 
 メチル水銀は蛋白質中のシステイン残基に結合する性質を有しており、tmRT1 中には 6個のシ
ステイン残基が存在する。そこで、ビオチンマレイミド法を用いて tmRT1 へのメチル水銀の結合
を調べたところ、tmRT1 はその構造中の 100 番システイン残基にメチル水銀が結合することによ
って活性化され、TNFαの発現誘導に関与している可能性が示唆された。 
③ TNFα 発現誘導に関わる tmRT1 中のドメイン解析 
 TNFαの発現誘導に関わる tmRT1 のドメインを解析した結果、意外なことに、転写因子として
機能する際に必要なホメオボックスドメインは必須では無く、TRAF6 結合ドメインが必須であ
ることが明らかとなった。TRAF6 は炎症応答などによって活性化され、RelA を構成因子とする
NF-κB の転写活性化に関わるユビキチンリガーゼである。しかし、TRAF6 下流で NF-κB の転写
活性化に関与する TAK1 の活性を阻害してもメチル水銀による TNFαの発現誘導にほとんど影響
しなかった。TRAF6 の一部は核内にも存在し、核内蛋白質のユビキチン化を介した転写因子の活
性化に関与することが知られている。TRAF6 の発現抑制によって tmRT1 高発現による TNFαの発
現誘導能が低下したことから、tmRT1 は転写因子として TNFα の発現誘導に関与するのではな
く、TRAF6と共同して何らかの機構を介してTNFαを発現誘導する可能性も否定できない。また、
TRAF6を高発現させることによってSDS-PAGE上で分子量が増加したtmRT1が新たに認められた。
この高分子量化した tmRT1 はユビキチンリガーゼ活性を持ったない変異 TRAF6 の高発現では認
められなかった。しかし、tmRT1 のユビキチン化は検出されておらず、TRAF6 は他の因子のユビ
キチン化を介して間接的に tmRT1 の翻訳後修飾を促進する可能性が考えられる。 
 
（3）TNFαによるメチル水銀毒性増強機構 
① TNFα によるメチル水銀毒性増強に関与するシグナル伝達系の同定 
 生体に近いメチル水銀毒性評価系としてマウス大脳皮質のスライス培養系を構築することに
成功した。この大脳皮質のスライスをメチル水銀で処理することによって TNFα の発現誘導が
認められ、また、TNFαとその受容体との結合を阻害する WPQ9Y の前処理によってメチル水銀が
引き起こす神経細胞の脱落が抑制された。これらのことから、マウス大脳皮質のスライス培養系
においてメチル水銀によって発現誘導された TNFα が細胞外に放出された後に TNF 受容体と結
合することによって神経細胞死を引き起こしている可能性が考えられる。 
 TNFα が TNF 受容体と結合するとその細胞内ドメインに RIP1 がリクルートされ、細胞死に関

わるシグナルが細胞内に伝達される。そこで、RIP1 をノックアウトした神経幹細胞を樹立した
ところ、対照細胞に比べてメチル水銀耐性を示し、tmRT1 発現抑制細胞では RIP ノックアウトに
よるメチル水銀耐性獲得はほとんど認められなかった。このことから、RIP1 は tmRT1 と同一経
路でメチル水銀毒性増強に関与すると考えられる。RIP1 は caspase-8 の活性化を介したアポト
ーシスや、JNK のリン酸化を介したミトコンドリア傷害によるネクロプトーシスを誘導すること
が知られている。RIP1 ノックアウト細胞ではメチル水銀によるアポトーシスが対照細胞と同様
に誘導された。一方、メチル水銀による JNK の活性化およびミトコンドリアからの活性酸素種の
産生は RIP1 ノックアウトによって抑制された。これらのことから、メチル水銀によって活性化
された tmRT1 を介して発現誘導された TNFα が TNF 受容体に結合すると、その下流で RIP1/JNK
を介したネクロプトーシスが誘導される可能性が考えられる。 
② ミクログリアの役割 
 メチル水銀による TNFα発現誘導にミクログリア（特に細胞傷害性ミクログリア；M1ミクログ
リア）が関与していることを明らかにしている。そこで、ミクログリア阻害剤であるミノサイク
リンでマウス大脳皮質スライスを前処理したところ、メチル水銀による TNFα発現誘導率が減弱
し、さらにメチル水銀による神経細胞死も抑制された。また、リポソームに封入したクロドロン
酸を用いて大脳皮質スライス中のミクログリアを選択的に除去した際にも、メチル水銀による
神経細胞死が抑制された。これらのことから、メチル水銀によるミクログリアでの TNFα発現誘
導が神経細胞死を惹起している可能性が示唆された。 



③ TNFα がそれ以外の細胞外放出性因子と協同して細胞増殖抑制に関与している可能性の検討 
 メチル水銀によって tmRT1 を介して発現誘導される遺伝子をマイクロアレイにより検索し、
それらの中でメチル水銀毒性増強に関わる因子を検索した結果、オンコスタチン M (OSM) が同
定された。OSM は IL-6 ファミリーの一種であり、細胞外に放出されるメッセンジャー蛋白質で
ある。OSM の発現抑制はメチル水銀毒性を抑制することから、tmRT1 を介した OSM の発現誘導は
TNFαと同様に、メチル水銀の毒性発現に関与すると考えられる。（現在、OSM に関する研究は他
の研究費を得て継続している） 
 
（4）メチル水銀が示す脳選択的毒性の発現における TNFαおよび tmRT1 の個体レベルでの役割 
 tmRT1 欠損マウスを作製することに成功し、TNFα欠損マウスも共同研究先より導入した。し
かし、繁殖率の低さなどからホモ欠損マウスの作製と安定的な必要数確保システムの構築に時
間がかかり、現在やっと実験が開始できる状況に至った。そのため、マウスでのメチル水銀によ
る中枢神経障害発症における tmRT1 と TNFα の関わりについては、研究期間内にデータを出す
ことができなかった。 
 
（5）メチル水銀による脳組織特異的な TNFα発現誘導機構 
 上述のように、メチル水銀による TNFα発現誘導に関わることが判明した tmRT1 と RelB は共
に大脳および小脳に特異的に発現しており肝臓や腎臓にはほとんど発現していないことが明ら
かとなった。したがって、これがメチル水銀による脳選択的な TNFα発現誘導の主要な機構であ
ると考えられる。 
 
（6）tmRT1 を介した TNFα発現誘導とメチル水銀以外の環境汚染物質の細胞毒性との関係 
① 環境汚染金属 
 大脳皮質スライス培養系を用いた検討により、メチル水銀がミクログリアでの TNFα発現を誘
導することによって神経細胞死を惹起している可能性が示されている。そこで、脳神経傷害を引
き起こすことが知られているヒ素（亜ヒ酸）、有機スズ（TBT）および鉛（塩化鉛）についても同
様の検討を行った。大脳皮質スライスを僅かに細胞毒性を示す濃度の各金属化合物で処理した
ところ、ヒ素でのみ TNFαの発現誘導が認められた。しかし、本条件下ではミクログリアの活性
化を示す形態的変化と細胞表面因子の発現上昇がほとんど認められなかった。このことは、ヒ素
による TNFαの発現誘導にミクログリアは関与しないことを示唆している。また、ミクログリア
活性化を介した TNFαの発現誘導は、ある程度メチル水銀による特異的な作用であり、本作用に
tmRT1 が関与している可能性が考えられる。 
② 酸化ストレス誘導物質 
 酸化ストレス誘導物質である過酸化水素、4-ニトロキノリン 1-オキシド（4-NQO）および tert-
ブチルベンゾキノン（TBQ）で A549 細胞（ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞）を処理したところ、これ
ら３種全ての物質によって tmRT1 の mRNA および蛋白質レベルが著しく増加した。これらの増加
は転写阻害剤の前処理によってほとんど認められなくなったことから、酸化ストレス誘導物質
による tmRT1 レベルの増加には tmRT1 遺伝子の転写促進が関与していると考えられる。また、
tmRT1 を高発現させることによって３種の物質の細胞毒性がそれぞれ増強されたことから、酸化
ストレスによって発現誘導された tmRT1 が細胞毒性を増強していることが示唆された。また、
TNFα発現抑制は、tmRT1 発現抑制と同様に、３種の物質に対する耐性を A549 細胞に与えたが、
tmRT1 と TNFαの発現を同時抑制させてもさらなる耐性獲得は認められなかった。これらのこと
から、メチル水銀の場合と同様に、TNFαは tmRT1 と同一経路を介して酸化ストレスによる細胞
毒性を増強している可能性が考えられる。過酸化水素に応答して活性化する tmRT1 プロモータ
ー領域を検討したところ、tmRT1 遺伝子プロモーター上流の-250 から-500 の領域が重要である
ことが判明し、本領域に結合して tmRT1 の発現誘導に関わる転写因子として Sp1 が同定された。
Sp1 の発現を抑制することによって過酸化水素による細胞毒性は減弱し、tmRT1 の発現抑制によ
る過酸化水素誘導細胞死の更なる抑制は認められなくなった。これらのことから、Sp1 を介して
発現誘導された tmRT1 が酸化ストレスによる細胞傷害に関与すると考えられる。 
 
（7） tmRT1 活性を阻害する化合物の検索 
 様々なスクリーニング系を用いて検索を行ったが、tmRT1 の活性を効率良く阻害する化合物を
見つけることはできなかった。 
 
（8） LPS による tmRT1 を介した TNF-α発現誘導 
 マウス初代培養ミクログリアにおいて、LPS による炎症性サイトカインの発現誘導が認められ、
この発現誘導は tmRT1 欠損によって顕著に低下した。一方、マウス骨髄由来のマクロファージに
おいては、tmRT1 を欠損させても LPS による炎症性サイトカインの発現誘導が依然として認めら
れた。マウス胎児由来繊維芽細胞（MEF）を LPS で処理することによって細胞質に存在する RelA
を構成因子とする NF-κB のリン酸化および核移行が認められるとともに、炎症性サイトカイン
の発現が顕著に誘導された。一方、tmRT1 を欠損させた MEF においては、依然として LPS による
RelA のリン酸化および核移行が観察されたにも関わらず、炎症性サイトカインの発現誘導がほ
とんど認められなかった。tmRT1 はそのほとんどが核内に存在していることから、核内へ移動し



てきた RelA と tmRT1 が協調して LPS による炎症性サイトカインの発現誘導に関与していると考
えられる。 
 
（9）アミロイドβ投与マウスの記憶障害における tmRT1 の関与 
 ミクログリアを介した炎症応答が様々な脳神経変性疾患に関与することが示唆されている。
そこで、マウス脳室にアミロイドβを直接投与することによってアルツハイマー病モデルを作
製して行動試験を実施した。Y迷路試験は短期記憶（海馬）の指標として、受動回避試験は長期
記憶（大脳皮質）の指標として一般的に用いられている。その結果、アミロイドβを投与したコ
ントロールでは自発的交替行動率の低下および反応潜時の短縮が認められ、短期記憶および長
期記憶がともに障害されていた。一方、tmRT1 欠損マウスにおいては、コントロールに比べてア
ミロイドβ投与による受動回避の反応潜時の遅延が認められた。このことから、tmRT1 がアミロ
イドβの脳内蓄積による長期記憶障害に関与している可能性が示唆された。 
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