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研究成果の概要（和文）：我々はこれまで、細胞内の蛋白質分解システムであるユビキチン・プロテアソームシステム
（UPシステム）が酵母のメチル水銀に対する感受性の決定に重要な役割を果たしていることを明らかにしてきた。本研
究では、ヒトのUPシステムに関わる酵素群の中で、メチル水銀毒性に影響を与える酵素を検索した。その結果、ユビキ
チン転移酵素4種、脱ユビキチン酵素10種、ユビキチンリガーゼ8種、F-box蛋白質6種をそれぞれ同定することに成功し
た。また、UPシステムの基質となる蛋白質の中からメチル水銀毒性の発現に関与する蛋白質を数種同定し、それらの作
用機構を部分的に解明した。

研究成果の概要（英文）：We have found that the ubiquitin proteasome (UP) system, which is an 
intracellular system involved in proteolysis, plays an important role in determination of the sensitivity 
of yeast cells to methylmercury. In the present study, we searched the enzymes, which affect the 
methylmercury toxicity, among enzymes involved in the UP system in human cells. As a result, we succeeded 
in identifying four kinds of ubiquitin transferases, ten kinds of de-ubiquitin enzymes, eight kinds of 
ubiquitin ligases and six kinds of F-box protein. In addition, we identified several kinds of proteins 
which participated in expression of the methylmercury toxicity from the proteins which are the substrate 
of the UP system.

研究分野：分子毒性学
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、メチル水銀の毒性発現機構を解明
するために、メチル水銀毒性の発現に影響を
与える蛋白質を遺伝子レベルで網羅的に検
索し、Cdc34 がメチル水銀毒性に対する防御
因子として機能することを見出した。Cdc34
は細胞内での蛋白質分解に関わるユビキチ
ン・プロテアソームシステム（UP システム）
の一員であり、UP システムは基質となる蛋白
質にユビキチンを連結させ、このユビキチン
鎖をプロテアソームが認識して基質蛋白質
を分解する重要な細胞内機構である。我々は
分子レベルでの詳細な検討により、細胞内に
はメチル水銀毒性を増強させる蛋白質（Ｘ蛋
白質）が存在し、ユビキチン化システムはメ
チル水銀曝露に応答してこのＸ蛋白質のユ
ビキチン化を促進することによってプロテ
アソームでの分解を促し、その結果としてメ
チル水銀毒性が軽減されることを明らかに
した。実際に酵母およびヒト由来培養細胞を
用いた研究によって、Ｘ蛋白質をこれまでに
複数同定することに成功している。 
 
２．研究の目的 
 蛋白質のユビキチン化システムはユビキ
チン活性化酵素（E1）、ユビキチン転移酵素
（E2）およびユビキチンリガーゼ（E3）の 3
酵素で構成され、それぞれ多くの分子種が存
在し、その分子種の組合せによって基質特異
性が決まる。そこで本研究では、メチル水銀
毒性発現に関わるヒトのユビキチン化シス
テム構成酵素群の分子種をそれぞれ特定し、
UP システムによるメチル水銀毒性発現制御
機構を総合的に理解するための基礎的デー
タを蓄積する。さらに、Ｘ蛋白質を検索し、
それらの作用機構を解析することによって、
メチル水銀毒性発現機構解明の糸口を得る。 
 
３．研究の方法 
 ヒト siRNA ライブラリーまたはヒト cDNA
ライブラリーを用い、ノックダウンまたは高
発現によって HEK293 細胞のメチル水銀感受
性に影響を与える遺伝子群を検索した。 
 
４．研究成果 
（１）メチル水銀毒性発現に関わるユビキチ
ン化システム構成酵素群の分子種同定 
 メチル水銀感受性決定蛋白質のユビキチ
ン化反応に関わる酵素群分子種を特定する
ために、発現抑制によってヒト由来 HEK293
細胞のメチル水銀感受性に影響を与える分
子種を検索した。 
 まず、E3 および特定の E3 において基質認
識を担う F-box 蛋白質を検索したところ、発
現抑制によって細胞にメチル水銀高感受性
を与える E3 分子種として HECW2、CDC23、ITCH
が、また F-box 蛋白質分子種として FBXO38、
FBXO3、FBXO10、FBXW5、FBXO17 が同定された。
また逆に、発現抑制によって細胞にメチル水
銀耐性を与えるE3分子種としてBIRC6、HERC1、

LMO7、FBXW11、CDC23 が、F-box 蛋白質分子
種として FBXO46 がそれぞれ同定された。さ
らに、E2 および脱ユビキチン化酵素について
も同様の検索を行ったところ、発現抑制によ
って細胞にメチル水銀耐性を与える分子種
として、4 種の E2（UBE2N、UBE2Q1、UBE2I、
UBE2J2）および 10 種の脱ユビキチン化酵素
（CYLD、USP33、USP35、USP37、USP28、UCHL1、
USP54、USP47、USP34、STAMBP）を同定する
ことに成功した。このように 1つの現象に関
わるユビキチン化反応関連因子を系統的に
同定した例は少なく、今後メチル水銀毒性と
UP システムとの関係を検討するうえで貴重
な情報になると思われる。 
 
（２）UP システムによって細胞内レベルが調
節されており、かつ、発現抑制によって細胞
にメチル水銀耐性を与える因子の同定とそ
の作用機構解析 
 siRNA を用いた検索によって、発現抑制に
よって細胞にメチル水銀耐性を与える因子
として転写因子HIF1αが同定された。HIF1α
によって発現が誘導される下流因子の中で、
VEGF の発現抑制が細胞にメチル水銀耐性を
与えることが判明し、HIF1α発現抑制細胞で
は VEGF 発現抑制によるメチル水銀耐性がほ
とんど認められなかった。また、VEGF mRNA
のレベルがメチル水銀処理濃度に依存して
上昇し、その上昇は HIF1α の発現抑制によ
って著しく抑制されることも明らかとなっ
た。 
 
（３）UP システムによって細胞内レベルが調
節されており、かつ、発現抑制によって細胞
にメチル水銀高感受性を与える因子の同定
とその作用機構解析 
 
(３−１) NFκB 
 siRNA を用いた検索によって、発現抑制に
よって細胞にメチル水銀高感受性を与える
因子として転写因子 NFκBが同定された。メ
チル水銀処理によって細胞質中の IκB 
（NFκBの核移行抑制因子）レベルが減少し、
それに伴い核中のNFκBレベルが増加するこ
とが判明し、さらに、NFκB によって発現誘
導される遺伝子のレベルがメチル水銀処理
によって上昇することも明らかとなった。 
 
(３−２) Hsf1 
 我々は、ユビキチン化を受けることが報告
されている転写因子 Hsf1 の発現抑制が細胞
にメチル水銀高感受性を与えることを既に
見出している。Hsf1αがメチル水銀によりリ
ン酸化された後に核に移行してHSC70および
HSP90α の発現を誘導してメチル水銀毒性を
軽減していることも明らかにしている。この
Hsf1αについて検討したところ、メチル水銀
による Hsf1αのリン酸化に CaMKII が関与し
ており、メチル水銀がCaMKIIを介してHSF1α
を活性化することによってメチル水銀毒性



が軽減されることが判明した。 
 
（４）UP システムによって細胞内レベルが調
節されており、かつ、高発現によって細胞に
メチル水銀耐性を与える因子の同定とその
作用機構解析 
 cDNA ライブラリーを用いた検索によって、
高発現によって細胞にメチル水銀耐性を与
える因子として PTEN（PI3K/AKT 経路を負に
制御する脂質ホスファターゼ）および ODC 
(ornithine decarboxylase)が同定された。 
 
（４−１）PTEN 
 PTEN の細胞内レベルが UP システムによっ
て調節されていることが知られている。メチ
ル水銀は PTEN の蛋白質レベルを減少させた
が、その減少にプロテアソーム活性は必要で
はなかった。メチル水銀が PTEN の溶解性に
与える影響を0.1%SDS可溶性画分と不溶性画
分に分けて調べたところ、不溶性画分中の
PTEN レベルは可溶性画分中の PTEN レベルの
減少に伴って逆に増加した。このことから、
メチル水銀による PTEN レベルの減少は、メ
チル水銀が引き起こす PTEN の不溶性化促進
によると考えられる。また、メチル水銀によ
る PTEN の不溶化が認められた際に、AKT の
Thr308 リン酸化が亢進されるという興味深
い現象が観察された。PTEN の活性部位の Cys
を Ala に置換した際にはメチル水銀による
PTEN の不溶化が一部抑制されたが、Met への
置換はほとんど影響を与えなかった。このこ
とから、メチル水銀が PTEN の活性部位の Cys
残基に直接作用することによってその不溶
化を促進しているわけではなく、別の作用に
よることが判明した。 
 
（４−２）ODC 
 メチル水銀をマウスに皮下投与したとこ
ろ、大脳および小脳中でプトレシンレベルお
よび ODC 酵素活性の増加が認められ、同様の
結果が、マウス神経幹細胞由来である C17.2
細胞においても確認された。このメチル水銀
によるプトレシンレベルの増加は、ODC 活性
阻害剤で細胞を前処理することによってほ
とんど認められなくなったことから、メチル
水銀がODC活性を上昇させることによってプ
トレシンレベルを増加させていることが明
らかとなった。ODC は、その活性が合成誘導
非依存的にメチル水銀処理によって上昇す
ることが明らかとなり、ODC がメチル水銀曝
露に応答して稼働する生体防御因子の１つ
である可能性が示唆された。 
 
（５）メチル水銀によって発現誘導される UP
システム関連因子の同定とその作用機構解
析 
 メチル水銀によって発現誘導されるユビ
キチン関連因子を検索し RFPL4A が同定され
た。検討の結果、RFPL4A の発現抑制が細胞に
メチル水銀耐性を与えることが判明した。ま

た、メチル水銀による RFPL4A の発現誘導に
転写因子 HOXB13 が関与している可能性が示
唆された。 
 
（６）メチル水銀毒性発現におけるピルビン
酸の関与機構 
 我々は、ピルビン酸合成に関わる 2種の酵
母蛋白質が UP システムによって分解促進さ
れ、かつ、メチル水銀毒性増強作用を示すこ
とを明らかにし、さらに、ミトコンドリア中
へのピルビン酸流入の促進がメチル水銀毒
性の増強に関わることも見出している。本現
象はヒト細胞でも同様に認められることか
ら、ヒト細胞におけるメチル水銀毒性発現機
構において重要な役割を果たすものと考え
られる。そこで、ヒト由来培養細胞を用いて
ミトコンドリア中へのピルビン酸流入によ
るメチル水銀毒性増強機構を検討した。その
結果、ピルビン酸によるメチル水銀毒性増強
作用が電子伝達系複合体 I または III の
siRNA を用いた活性抑制によって有意に軽減
されること、さらに、メチル水銀によるカス
パーゼ３の活性化がピルビン酸の添加によ
って増強されることが判明し、ピルビン酸が
メチル水銀によるミトコンドリア機能障害
を促進する可能性が明らかになった。 
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