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研究成果の概要（和文）：我々は、メチル水銀がオートファジーを誘導することを見出し、本作用に既知のオートファ
ジー誘導機構が関与することなく、オートファジー抑制因子であるRagulator複合体の機能低下が関与していることを
明らかにした。また、メチル水銀はRagulator複合体構成蛋白質の分解を促進させることによってその機能低下に関与
していることが明らかになった。さらに、オートファジー誘導関連因子の発現を抑制したところ、細胞がメチル水銀耐
性を示した。これらのことは、メチル水銀がオートファジーを過剰に誘導することによって細胞毒性を引き起こしてい
ることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that methylmercury induced the autophagy through the 
function-loss of Ragulator complex which suppresses autophagy induction, but not known mechanisms. In 
addition, methylmercury induced the function-loss by promoting the degradation of Ragulator complex. When 
autophagy-related gene was inhibited by RNA interference, cultured-cells showed the methylmercury 
resistance. Taken together, we concluded that methylmercury might be cause the cytotoxicity through the 
induction of excessive autophagy.

研究分野：分子毒性学
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１．研究開始当初の背景 
 メチル水銀毒性の発現機構は、水俣病の発
症から 50 年以上が経過した現在も謎のまま
であり、解明のための手掛かりとなる情報も
ほとんど得られていない。本申請者らは、リ
ソソーム膜上で機能する Ragulator 複合体が
メチル水銀毒性軽減において重要な役割を
果たしていることを見出し、さらに、本複合
体がメチル水銀によって過剰に誘導された
オートファジーを負に制御することによっ
てその毒性を軽減している可能性を見出し
ている。 
 
２．研究の目的 
 上記の知見は、メチル水銀毒性発現機構の
核心に迫るものであり、当該機構解明のため
の突破口ともなり得るこれまでにない重要
なものと考えられる。そこで本研究では、メ
チル水銀によるオートファジー誘導に関わ
る分子機構を解明すると共に、メチル水銀毒
性発現におけるオートファジーの役割を明
らかにする。また、Ragulator複合体はメチル
水銀によるオートファジーの過剰誘導を負
に制御している可能性が考えられる。そこで、
同複合体によるオートファジーの制御機構
を分子生物学的および生化学的検討によっ
て明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞抽出液 (whole cell lysate) の調製 
 DMEM（10%FBS含有）中で SK-N-SH細胞
または SH-SY-5Y 細胞を培養後、培地を除去
し、1×PBSで washを一回行い、その後 RIPA 
buffer を加え、氷上でスクレイパーを用いて
細胞をかきとり回収した。その後 15,000×g, 4
度, 30 分間遠心し、その上清を細胞抽出液
（whole cell lysate） とした。なお、細胞抽出
液の蛋白質濃度は DC protein assay kit 
(Bio-Rad) を用いて定量した。 
 
（２）メチル水銀処理 
 6-well plateに 5×105 cells / 1.9 mL/ well と
なるようにSK-N-SH細胞を播種し、24時間、
37度、5%CO2で培養後、100 µLのメチル水
銀溶液 (12 µM) を添加し、37度、5% CO2で、
0 〜8時間培養し、上記の方法で細胞抽出液
を調製した。 
 
（３）アミノ酸欠乏培地での細胞の培養 
 6-well plateに 5×105 cells/1.9 mLとなるよ
うに細胞を播種し、24時間、37度、5% CO2

で培養後、培地を除去し、アミノ酸欠乏培地
(Cell Science & Technology Institute, Inc.)に交
換し、0〜8 時間、37 度、5% CO2で培養し、
上記の方法で細胞抽出液を調製した。 
 
（４）細胞への siRNAの導入 
 5×105 cells/1.9 mL となるように細胞を播
種し、そこに transfection complex (opti-MEM 
80 µLに 5 µM siRNAを 4 µL添加し、HiperFect 

transfection reagentを入れた後 10～15分間イ
ンキュベートしたもの) を添加し、24 時間、
37度、5% CO2で培養した。その後、培地を
交換し、16 時間、37 度、5%CO2で培養し、
上記の方法で細胞抽出液を調製した。 
 
（５）細胞へのプラスミドの導入 
 プラスミド導入はリポフェクション法に
より行った。6 well plateに 5×105 cells/2 mL 
となるように細胞を播種し、24時間、37度、
5 % CO2 で培養後、 transfection complex 
(opti-MEM 200 µLに高発現ベクターを適量加
え た も の と 、 opti-MEM 200 µL に
Lipofectamin® 2000を 6 µL加えたものをそれ
ぞれ 5分間室温で静置した後、この 2つを混
合し、20分間室温で静置することにより作成
したもの) を添加し、37 度、5% CO2で培養
した。Transfection complexの添加から 6時間
後に培地を交換した。その後、さらに 37度、
5% CO2で 18時間培養することで遺伝子を導
入した。 
 
（６）SDS-PAGEおよびウェスタンブロット
法 
 細胞抽出液に 4×sample buffer を加え、100
度で 5 分間加熱し、泳動用サンプルとした。
ポリアクリルアミドゲルの分離ゲル濃度は
15%、濃縮ゲル濃度は 4%とした。電気泳動は 
60 Vで濃縮層を泳動後、200 Vで分離層を泳
動した。電気泳動後、ゲルの蛋白質を, ウェ
ット型転写装置 (条件: 50V、11時間) または
セミドライ型転写装置 (条件: 0.9 mA/cm2、2
時間) を用いて PVDF膜に転写した。転写後
の PVDF膜をブロッキング液に浸し、1時間
震盪させブロッキングを行い、TBS-Tで 3回、
TBSで 1回、それぞれ 5分間震盪して洗浄し
た後、一次抗体に浸透させ 4度で一晩反応さ
せた。その後、TBS-Tで 3 回、TBSで 1 回、
それぞれ 5分間震盪して洗浄した後、二次抗
体を反応させた．その後、TBS-Tで 3回、TBS
で 1回、それぞれ 5分間震盪して洗浄した後、
Immobilon Western を用いて化学発光させ、
ChemiDoc™ Touchにより検出した。 
 
（７）免疫沈降 
 PA タグおよび Myc タグに対する antibody 
beadsは、1サンプルに対し 20 µL使用した。
ビーズを懸濁して適量取り出し、8,000 g、1
分間、4 度で遠心分離し、上清を除去した。
その後、protease inhibitor cocktailを含む TBS 
(TBS 50 mLに protease inhibitor cocktailを 1錠
溶解したもの) を 1 mL加え、懸濁して、8,000 
g、1分間、4度で遠心分離し、上清を除去し
ビーズの洗浄を行った。ビーズの洗浄を 2回
行った後、細胞抽出液 (1 µg) と混合し、2時
間、4 度でチューブを回転させながら反応さ
せた。反応後、8,000 g、1 分間、4 度で遠心
分離し、上清を除去した。その後、TBSを 1 mL
加え、懸濁して、8,000 g、1 分間、4 度で遠
心分離してビーズを洗浄した。洗浄を 3回行



った後、サンプルが 40 µLになるように上清
を除去した。 2×sample bufferを 40 µL加え，
100度で 5分間加熱した後、8,000 g、1分間、
4 度で遠心し、上清を取り出して泳動用サン
プルとした。 
 
４．研究成果 
（１）メチル水銀がオートファジーに与える
影響 
 ヒト神経芽腫細胞 (SK-N-SH 細胞および
SH-SY-5Y細胞) を用いて、メチル水銀がオー
トファジーに与える影響を検討した。オート
ファジーの誘導は microtubule-associated 
protein light chain 3 (LC3) の細胞内レベルを
指標として検討した。その結果、SK-N-SH細
胞および SH-SY-5Y 細胞をメチル水銀で処理
したところ、オートファジー誘導時に認めら
れる LC3-II のレベルが処理時間に依存して
上昇した。また、オートファジーフラックス
アッセイを行ったところ、オートファゴソー
ムとリソソームの結合阻害剤である
bafilomycin A1 存在下においても、メチル水
銀による LC3-II のレベルの上昇が認められ
た。これらのことは、メチル水銀がオートフ
ァジーを誘導することを示している。 
 
（２）メチル水銀が Ragulator複合体構成因子
の細胞内レベルに与える影響 
 Ragulator複合体は LAMTOR1、LAMTOR2
および LAMTOR3から構成されている。そこ
で、メチル水銀が Ragulator複合体構成因子の
細胞内レベルに与える影響を検討したとこ
ろ、いずれの LAMTOR 蛋白質のレベルがメ
チル水銀処理時間に依存して低下した。一方、
メチル水銀が Ragulator 複合体構成因子の
mRNA レベルに与える影響について定量
PCR法を用いて検討したところ、メチル水銀
は Ragulator複合体構成因子の mRNAレベル
にはほとんど影響を与えなかった。これらの
ことから、メチル水銀は Ragulator複合体構成
因子の安定性を低下させる可能性が考えら
れる。 
 
（３）蛋白質分解系の阻害がメチル水銀によ
る Ragulator 複合体構成因子のレベル減少に
与える影響 
 蛋白質はプロテアソームおよびリソソー
ムで分解されることが知られている。メチル
水銀による Ragulator 複合体構成因子のレベ
ル減少に関わる分解系を特定するため、細胞
をプロテアソーム阻害剤またはリソソーム
阻害剤で前処理したところ、これらの阻害剤
存在下ではメチル水銀処理による Ragulator
複合体構成因子のレベル減少がそれぞれ一
部抑制された。この結果は、Ragulator複合体
構成因子のレベル減少にユビキチン・プロテ
アソーム系およびオートファジー・リソソー
ム系が関与している可能性を示唆している。 
 
（４）メチル水銀がプラスミド由来 LAMTOR

蛋白質のレベルに与える影響 
 細胞に LAMTOR1-PA、LAMTOR2-Myc お
よび LAMTOR3-V5 を発現する三種類のプラ
スミドを同時に導入し、メチル水銀処理した
後、それぞれのタグの抗体を用いたウェスタ
ンブロット法により検討した。その結果、
LAMTOR1-PAおよび LAMTOR2-Mycのレベ
ルは内在性 LAMTOR 蛋白質と同様にメチル
水銀処理時間に依存して減少した。しかし、
LAMTOR3-V5 のレベルはメチル水銀処理に
よって逆に増加した。このことから、少なく
とも LAMTOR1-PAおよび LAMTOR2-Mycは
内在性 LAMTOR 蛋白質と同様の挙動を示す
ことが明らかとなった。 
 
（５）メチル水銀が LAMTOR1-PA および
LAMTOR2-Myc のユビキチン化に与える影
響 
 これまでの検討により、プラスミド由来の
外来性 LAMTOR1-PAおよび LAMTOR2-Myc
も、内在性 LAMTOR 蛋白質と同様に、メチ
ル水銀処理によってプロテアソームでの分
解が促進される可能性が考えられる。そこで、
PA および Myc 抗体による免疫沈降後のユビ
キチン抗体を用いたウェスタンブロット法
により LAMTOR1-PAおよび LAMTOR2-Myc
のユビキチン化を調べたところ、両蛋白質と
もにユビキチン化されることが確認された。 
 ポリユビキチン鎖の結合様式は多様であ
り、ユビキチン分子内に存在する 7個のリジ
ン残基と別のユビキチンのC末端のグリシン
残基を介したユビキチン間の結合が報告さ
れている。そのうち代表的なものは、リジン
残基 48（K48）およびリジン残基 63（K63）
を介したポリユビキチン化であり、蛋白質は
K48ポリユビキチン化を介してプロテアソー
ムによる分解を受け、K63ポリユビキチン化
を介して刺激伝達や DNA 修復の働きを担う
ことが知られている。そこで，上記と同様の
操作を行った後に、K48ポリユビキチンおよ
び K63 ポリユビキチンを認識する抗体を用
いてウェスタンブロットを行った。その結果、
メチル水銀処理によって LAMTOR1-PA の
K48ポリユビキチン化のレベルが僅かに増加
したのに対し、K63ポリユビキチン化のレベ
ルはほとんど変化しなかった。また、
LAMTOR2-Myc の ユ ビ キ チ ン 化 も
LAMTOR1-PA と同様に、K48 ポリユビキチ
ン化のレベルのみがメチル水銀処理によっ
て増加した。これらのことから、メチル水銀
は LAMTOR蛋白質の K48を介したポリユビ
キチン化を亢進させることによってプロテ
アソームでの分解を促進していると考えら
れる。 
 
（６）Ragulator複合体構成因子の発現抑制が
オートファジーに与える影響 
 Ragulator 複合体構成因子の発現抑制がオ
ートファジーに与える影響について検討し
た。LAMTOR複合体構成因子をそれぞれ発現



抑制させたところ、いずれの構成因子の発現
を抑制させても LC3-Ⅱのレベル増加が認め
られた。したがって、メチル水銀は Ragulator
複合体構成因子の細胞内レベルを低下させ
ることによって mTORC1を不活性化し、その
結果としてオートファジーを誘導している
可能性が考えられる。 
 
（７）メチル水銀によるオートファジー誘導
機構の解析 
 栄養飢餓や様々なストレスによるオート
ファジー誘導には、mammalian target of 
rapamycin complex 1 (mTORC1) の不活性化
が関与することが知られている。メチル水銀
がオートファジー抑制因子である mTORC1
の活性に与える影響を p70S6k (mTORC1 の
基質)のリン酸化レベルを指標に検討したと
ころ、メチル水銀によって p70S6k のリン酸
化レベルが低下することも判明した。また、
Ragulator 複合体構成因子の発現抑制によっ
ても mTORC1の活性が低下した。したがって、
メチル水銀が Ragulator 複合体の細胞内レベ
ルを低下させることによって mTORC1 を不
活性化し、オートファジーを誘導する可能性
が考えられる。mTORC1 の活性調節に
PI3K-Akt 経路および AMPK 経路が関与して
いることが知られている。そこで、メチル水
銀が PI3K-Akt経路および AMPK経路に与え
る影響も検討した。その結果、メチル水銀処
理によってmTORC1を正に制御するAktはリ
ン酸化が促進され、mTORC1を負に制御する
AMPKはリン酸化レベルが低下した。したが
って、メチル水銀による mTORC1の不活性化
に PI3K-Akt経路と AMPKが関与していない
ことを示唆している。 
 アミノ酸は Ragulator 複合体の活性化を介
して mTORC1 をリソソーム膜上に局在させ
ることによってオートファジーを負に制御
することが知られている。細胞をアミノ酸欠
乏培地で培養したところ、mTORC1の不活性
化およびオートファジーの誘導が確認され
た。なお、アミノ酸欠乏は Aktのリン酸化を
亢進し、AMPKのリン酸化を低下させたこと
から、アミノ酸欠乏によるオートファジーに
PI3K-Akt 経路と AMPK が関与していないと
考えられる。一方、アミノ酸欠乏が LAMTOR
複合体に与える影響を検討したところ、アミ
ノ酸欠乏は Ragulator 複合体構成因子の細胞
内レベルにほとんど影響を与えなかった。し
たがって、アミノ酸欠乏によるオートファジ
ーの誘導には Ragulator 複合体の減少は関与
していないと考えられる。 
 
（８）オートファジー関連因子 p62とメチル
水銀毒性との関わり 
 p62はオートファゴソーム膜上の LC3に直
接結合し、オートファジーにより選択的に分
解されることが報告されている。また、p62
のC末端にユビキチン会合ドメインを有する
ことから、p62 によるユビキチン・プロテア

ソーム分解系とオートファジーとのクロス
トークが示唆されている。種々のストレスに
よってプロテアソーム機能が低下すると、細
胞内の変性蛋白質を取り囲むように不溶性
凝集体（アグリソーム）が形成される。p62
はアグリソーム内でユビキチン化蛋白質と
結合し、オートファゴソームヘのリクルート
に関与することが知られている。メチル水銀
処理によって可溶性画分中の p62レベルが減
少し、それに伴って不溶性画分中の p62のレ
ベルが増加した。また、p62 の発現を抑制さ
せた細胞はメチル水銀耐性を示した。これら
のことから、メチル水銀は p62を介した選択
的なオートファジーの誘導を促進させるこ
とによって細胞毒性を引き起こしている可
能性が考えられる。 
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