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研究成果の概要（和文）：本研究では、活性イオウ分子種のシグナル制御機能に着目し、外因性親電子物質であ
るメチル水銀の神経毒性発現機構の解析を行った。メチル水銀曝露は、細胞内の活性イオウ分子種を枯渇させ、
活性イオウ分子により制御されている内因性シグナル分子8-ニトロ-cGMPのシグナル経路の異常な活性化をもた
らし神経細胞毒性を発揮していることが示された。本研究の成果は環境化学物質の毒性発現機構や活性イオウ分
子の生理機能の解明に貢献することが期待される。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanism of neurotoxicity induced by environmental 
electrophile methylmercury focusing on the signal regulatory function of reactive persulfide 
species. We found that methylmercury exposure to cells induced depletion of intracellular reactive 
persulfides and subsequently evoked abnormal activation of signaling pathway mediated by endogenous 
signaling molecule 8-nitro-cGMP to cause neuronal death. The results of this study will contribute 
to the elucidation of the mechanism of toxic effect by environmental chemicals and physiological 
function of reactive persulfide species.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
 生体内で生成する一酸化窒素（NO）・活性
酸素（reactive oxygen species, ROS）は、
ヌクレオチドや脂質を酸化・ニトロ化するこ
とで親電子物質を内因的に生成し、シグナル
を伝達することが報告されている。我々はこ
れまで、ヌクレオチド由来の親電子物質であ
る 8-ニトロ-cGMP に注目して研究を行い、安
定同位体希釈法-質量分析を用いた 8-ニトロ
-cGMP の定量法を確立し、8-ニトロ-cGMP の
産生メカニズムを解明してきた。また、8-ニ
トロ-cGMP がラットの小脳顆粒神経細胞内で
NO・ROS に依存して生成し、ヘムオキシゲナ
ーゼ-1（HO-1）タンパク質の発現誘導を介し
て、ニコチン刺激性の神経保護効果を示すこ
とを明らかにした。一方で、心筋梗塞誘発性
心不全モデルマウスを用いた実験から、酸化
ストレスにより内因性に産生される 8-ニト
ロ-cGMP が低分子量 G タンパク質 H-Ras の活
性化を介して、心筋細胞の老化を促進し、心
不全病態に関わることが明らかになってき
た。このように 8-ニトロ-cGMP は多様なレド
ックスシグナル機構に関与しており、細胞の
生死を決定する重要なシグナル分子として
機能していることが明らかになってきた。 
 また、我々の研究グループでは、8-ニトロ
-cGMP の代謝機構を探索する過程で、システ
インパースルフィドなどの様々な活性イオ
ウ分子種が、8-ニトロ-cGMP を全く新規の環
状ヌクレオチドである8-SH-cGMPに代謝する
ことを見出した。活性イオウ分子種は、シス
テインなどのチオール基（SH 基）に過剰にイ
オウ原子が付加した活性種（R-S-(S)n-H）で
あり、親分子であるシステインよりも高いレ
ドックス活性を持つことから、生体内で内因
的に産生される親電子物質のレドックスシ
グナル伝達を定常的に負に制御している可
能性が考えられた。 
 一方、メチル水銀（MeHg）は強力な神経毒
性を示す外因性親電子物質であり、酸化スト
レス誘導を介した毒性発現機構が報告され
ている。MeHg は、その化学特性により、MeHg
曝露細胞内において、細胞内活性イオウ分子
種の枯渇を惹起し、その下流のシグナル制御
機構を破綻させることで、これまで負に制御
されていた細胞内レドックスシグナル伝達
機構の異常な活性化が起こり、神経細胞死な
どが誘導されることが予想された。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、MeHg を細胞内活性イオウ
分子種の枯渇を惹起する外因性親電子物質
のモデル化合物として使用し、MeHg 曝露によ
る細胞内活性イオウ分子種の枯渇と、それに
伴う下流シグナル伝達機構の活性化を解析
することで、活性イオウ分子種による親電子
シグナル制御機構を解明することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 

(1) MeHgによる神経毒性発現と活性イオウ分
子種との関連を調べるために、MeHg 曝露後の
ラット小脳顆粒神経細胞における活性イオ
ウ分子種の動態解析を行った。細胞内活性イ
オウ分子レベルは、活性イオウ分子特異的蛍
光プローブを用いた蛍光顕微鏡解析および
質量分析（LC-MS/MS）により定量した。 
(2) MeHg曝露による活性イオウ分子の枯渇と
8-ニトロ-cGMP 代謝との関連を調べるために、
MeHg 曝露小脳顆粒神経細胞における 8-ニト
ロ-cGMP および 8-SH-cGMP の生成レベルの定
量を行なった。8-ニトロ-cGMP および
8-SH-cGMP の定量は、それぞれに対する特異
抗 体 を 用 い た 免 疫 蛍 光 染 色 法 お よ び
LC-MS/MS 法を用いて行った。 
(3) MeHg による神経細胞死と 8-ニトロ-cGMP
シグナルの活性化との関連を明らかにする
ために、MeHg 曝露小脳顆粒神経細胞において
8-ニトロ-cGMP の下流シグナル分子である
H-Ras および ERK の活性化の解析を行った。
H-Ras の活性化は活性化 H-Ras のプルダウン
アッセイにより、ERK の活性化は抗リン酸化
ERK 抗体を用いたウエスタンブロットにより
解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 各種標的分子特異的蛍光プローブおよ
び抗体を用いた蛍光顕微鏡解析により、MeHg
曝露後の小脳顆粒神経細胞内では、活性イオ
ウ分子種および8-SH-cGMP産生が減少する一
方で、活性酸素種とその下流シグナル分子で
ある8-ニトロ-cGMP産生が増加することが確
認された。このことから、MeHg 曝露は細胞内
の活性イオウ分子種の枯渇をもたらし、それ
に伴い活性イオウ分子種による 8-ニトロ
-cGMP から 8-SH-cGMP への代謝が低下し、8-
ニトロ-cGMP が細胞内に蓄積することが示唆
された（Chem Res Toxicol 2017)。 
(2) MeHg 曝露小脳顆粒神経細胞における 8-
ニトロ-cGMP の下流シグナル伝達の分子機構
について解析を行った結果、MeHg 曝露によっ
て8-ニトロ-cGMPシグナルのエフェクタータ
ンパク質として知られるH-Rasタンパク質が
S-グアニル化および活性化し、その下流分子
であるERKタンパク質も活性化していること
が確認された。このことから、MeHg によりも
たらされる細胞内活性イオウ分子の枯渇は、
8-ニトロ-cGMP シグナル経路の活性化をもた
らすことが示唆された（Chem Res Toxicol 
2017)。 
(3) 活性イオウ分子種ドナー（Na2S2）で前
処理を行った MeHg 曝露小脳顆粒神経細胞に
ついて蛍光顕微鏡解析および細胞生存率の
定量を行ったところ、MeHg 曝露のみの細胞に
比べ、細胞内活性イオウ分子種レベルが増加
し細胞死は軽減されることが示された。この
ことから、正常神経細胞では細胞内の活性イ
オウ分子が細胞の生存維持に寄与しており、
MeHg 曝露は活性イオウ分子を枯渇させるこ
とで神経細胞死をもたらすことが示唆され



た。また、MeHg 投与ラットの小脳の 8-ニト
ロ-cGMP 生成を免疫組織染色で解析したとこ
ろ、顆粒神経細胞やプルキンエ細胞における
8-ニトロ-cGMPレベルはMeHg投与開始後一過
性に増加し、その後神経細胞の脱落とともに
低下することが明らかになり、動物個体レベ
ルにおいても、MeHg の神経毒性発現に 8-ニ
トロ-cGMP シグナルの活性化が関わることが
示唆された（Chem Res Toxicol 2017)。 
(4) 本研究における細胞内の活性イオウ分
子種産生動態解析の中で、全く新規な細胞内
活性イオウ分子種産生系を発見した。これは
タンパク質翻訳に関わるシステイニル-tRNA
合成酵素（CARS）によるものであり、本酵素
が哺乳類細胞における活性イオウ分子種産
生の大部分を担っていることが示された
（Nat Commun 2017）。 
 以上の結果より、MeHg 曝露は、活性イオウ
分子種による細胞内レドックスシグナル制
御機構を破綻させることで、それまで負に制
御されていた内因性親電子物質である 8-ニ
トロ-cGMP のシグナル経路が活性化し、神経
細胞毒性が惹起されることが示唆された。本
研究の成果は、各種環境親電子物質の毒性発
現機構や活性イオウ分子種の生理機能の解
明に貢献するものと期待される。 
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