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研究成果の概要（和文）：ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞において、メチル水銀は濃度依存的

に S-ニトロシル化タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ（PDI）の減少を引き起こした。こ

のことから、メチル水銀は一酸化窒素（NO）と同じシステイン残基を修飾している可能性が推

定された。このとき、メチル水銀は神経細胞死を惹起させるが、小胞体ストレスマーカーであ

る XBP1 mRNA スプライシングの増加、リン酸化 IRE1αレベルの有意な増加が観察された。以

上より、メチル水銀はタンパク質成熟機構を破綻させることで小胞体ストレスを惹起し、細胞

死を誘導することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We found that methyl mercury results in neuronal cell death and 
the reduction of S-nitrosylated PDI formation in a concentration-dependent manner in 
SH-SY5Y cells. These observations suggested methyl mercury affects same cysteine 
residue that is oxidized by nitric oxide. Treatment with methyl mercury stimulated the 
specific splicing of XBP1 mRNA and phosphorylation of IRE1α. Thus, methyl mercury might 
induce apoptosis via endoplasmic reticulum stress caused by dysfunction of protein 
maturation system.  
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１．研究開始当初の背景 

メチル水銀（MeHg）は生体内でフリーのシ 

ステイン（Cys）と複合体を形成する．この

とき，メチオニンと類似した構造を取るため



に，メチオニン輸送系を利用して血液脳関門

を通過することが可能である．したがって，

MeHg の主な標的器官は中枢神経系であり，と

くに神経細胞への強い障害がみられる．しか

しながら，環境汚染が社会問題化してから 50

年以上経った今でも，その詳細な神経細胞死

発生機序については未だ不明なままである． 

 近年，様々な神経変性疾患において，小胞

体内での新生タンパク質成熟に必須な，タン

パク質ジスルフィドイソメラーゼ（protein 

disulfide isomerase, PDI）ファミリーが一

酸化窒素（Nitric Oxide, NO）による修飾（SNO

化）を受け，その酵素活性を失っていること

が見出されつつあり，疾患発症との因果関係

が指摘されている．本修飾によって，未成熟

なタンパク質が小胞体内に蓄積することで

小胞体ストレスが惹起され，UPR（unfolded 

Protein response）と呼ばれる特異的なシグ

ナルが活性化するが，この UPR の持続的な活

性化はアポトーシスを引き起こすことが知

られている．SNO 化は，タンパク質システイ

ン（Cys）残基チオール（SH）基に対して起

こるが，興味深いことに MeHg も親電子物質

であり，Cys 残基 SH 基に対する親和性が高い

ことが知られている． 

 

２．研究の目的 

 本研究では，未だ詳細な機序が明らかでは

ない MeHg 誘発性神経細胞死過程における小

胞体ストレスの関与，とくに MeHg による PDI 

Cys 残基 SH 基への修飾（S-Mercuration：S-

水銀化）を調べ，その細胞毒性機構を明らか

にすることを目的とした． 

 

３．研究の方法 

(1) ルシフェラーゼアッセイによる

IRE1/XBP1 系および PERK/ATF4 系の活性化：

Promega 社の Luciferase 1000 Assay System 

kit を利用して行った．細胞を氷冷 PBS(-) 

100 μL で wash 後，Luciferase Cell Culture 

Lysis 100 μL を加え，細胞ライセートを 1.5 

mL チューブに移した．これを 4°C, 12000×

g, 5 min 遠心分離し，上清を回収した．さら

に Luciferase Cell Culture Lysis で 100 倍

希釈し，そのうち 2 μLと Luciferase Assay 

Reagent 100 μL をルミノメーター用チュー

ブに加え，mix した後，ルミノメーターにて

発光強度を 10 sec 測定した． 

(2) MALDI-TOF/MS による PDI S-Mercuration

化の検討および MeHg 結合部位の同定： PDI 2 

µg を 50 mM Tris-HCl (pH7.5) の溶液中で

1, 5, 10 µM MeHg と 37°C，1 hr 反応させた

後 MALDI-TOF/MS 解析に供し，結果から MeHg

処理濃度依存的に増加するフラグメントイ

オンピークを検討した． 

 

４．研究成果 

ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞に MeHg を処

理し，MTT アッセイによって細胞生存率を測

定したところ，MeHg の濃度および時間依存的

な減少が見られた．このとき，PCR 法および

Western Blotting，レポーター遺伝子アッセ

イによって種々の小胞体ストレスマーカー

の変動を検討した．その結果，濃度依存的な

XBP1 の splicing 亢進，ATF4 の活性化，ATF6

の開裂（限定分解）がそれぞれ有意に観察さ

れた．このことから，MeHg によって 3つの小

胞体ストレス応答経路（IRE1/XBP1 系，

PERK/ATF4 系，ATF6 系）すべてが活性化して

いることが明らかになった．また，IRE1αの

特異的阻害薬である STF−083010 を処理した

ところ，1〜4 µM MeHg による細胞死が有意に

抑制された．本成績から，MeHg は小胞体スト

レスによる UPR（unfolded protein response）

を介して神経細胞死を惹起する可能性が示

唆された．次に，PDI が MeHg による



S-Mercuration 化を受けるか否かを検討した．

これまでに，生体内における S-Mercuration

を証明する方法は開発されていない．MeHg が

結合することが予想される SH 基は反応性に

富み，NO などの修飾も起こる部位であると想

定した．そこで，MeHg 処理後に一定濃度の

NO を処理し，Biotin-Switch Assay に供した．

その結果， MeHg 処理濃度に依存して NO ドナ

ー（SNOC）による SNO-PDI 形成が抑制された

が，高濃度 MeHg を処理しても完全に抑制さ

れなかった．このことから，おそらく MeHg

は PDI の SNO 化を受ける Cys 残基すべてに結

合するのではなく，その一部にだけ 

結合していることが示唆された． 

 さらに，リコンビナント PDI を用いた

MALDI-TOF/MS 解析により，PDI の

S-Mercuration 化およびその結合部位を検討

したところ，C末側の活性中心（チオレドキ

シン様ドメイン，TRX domain）で MeHg の分

子量と同程度のフラグメントイオンピーク

の増加が見られた．したがって，MeHg は N 末

側の活性中心に存在する Cys には結合せず，

C末側の Cys383 か Cys386 に結合している可

能性が示唆された． 

 生理機能に様々な影響を与える SNO化と異

なり，S-Mercuration 化はタンパク質の立体

構造を破綻させて，酵素活性を消失させるこ

とが報告されている．したがって，PDI の

S-Mercuration 化は，酵素機能の消失を招く

ことで，新生タンパク質成熟機構を阻害して，

UPR を活性化し，最終的に細胞死を惹起して

いる可能性が示唆された． 
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