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研究成果の概要（和文）：MeHg毒性の一端は細胞中タンパク質のチオール基への付加修飾と考えられている。一
方で近年、タンパク質のチオール基の超硫黄化によるタンパク質機能制御が報告されている。しかしながら、
MeHg曝露によりるタンパク質の超硫黄化変動の詳細は明らかでない。そこで神経細胞においてメチル水銀曝露依
存的なタンパク質の超硫黄化変動を解析した結果、超硫黄化が減少する種々の候補タンパク質が見出された。本
結果は、MeHgにより特異的なタンパク質が脱超硫黄化することを示唆し、当該タンパク質の機能変化とMeHg毒性
の関連についてさらなる解析が必要である。

研究成果の概要（英文）：The toxicity of methylmercury (MeHg) is believed to involve the modification
 of thiol groups in cellular proteins. Recent studies suggest that the supersulfidation of protein 
thiol groups has an aspect of protein function regulater. However, the exact effects of MeHg 
exposure on protein supersulfidation are poorly understood. We　examined the alterations in protein 
supersulfidation in neurons following exposure to MeHg and identified several proteins that 
exhibited reduced supersulfidation. This indicates that specific proteins may be reduced in 
supersulfidation by MeHg in neurons. Further study is required to understand the impact of these 
changes on  MeHg toxicity.

研究分野：毒性学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国はメチル水銀 (MeHg) による公害として水俣病を経験し、多大な爪痕を残した。現代も環境中で微生物の
活動により産生されるMeHgが生物濃縮を介し魚介類へ蓄積される。人々は日常的にこれを摂取するため、MeHgに
よる健康影響は世界的な懸念事項であり、その毒性機序の解明は重要な研究課題である。MeHgによる生体影響の
引き金となる機序の解明を目指して、MeHg曝露神経細胞中のタンパク質における超硫黄化の変動を解析した。そ
の結果、本実験条件下において特異的なタンパク質の超硫黄化が減少した。この変動がもたらす細胞機能変化を
探求することはMeHg毒性機序の理解につながると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
我が国はメチル水銀 (MeHg) 曝露による公害として水俣病を経験し、多大な爪痕を残した。現
代においても産業・自然活動由来の水銀が環境中で微生物の活動により MeHg へと変換され、生
物濃縮を介し魚介類へ蓄積される。人々は日常的にこれを摂取するため、MeHg による健康影響
は世界的な懸念事項であり、その毒性機序の解明は重要な研究課題である。 
MeHg は化学的に親電子性を有し、タンパク質や核酸の求核置換基と容易に共有結合するため、
MeHg による生体高分子の化学修飾が毒性発現に寄与する。また、MeHg 曝露に際し、酸化ストレ
スを伴う細胞内レドックス（酸化還元）バランスの破綻が細胞傷害をもたらす。このような MeHg
毒性に対し、細胞内に豊富に存在するグルタチオン (GSH) は抱合体形成により細胞外排出を促
進する。また、硫化水素 (生理的条件で多くは HS-として存在すると考えられる) は解毒代謝物
として (MeHg)2S の生成に寄与する (Yoshida et al. Chem Res Toxicol 2011)。一方で近年、
生体内ではイオウ転移酵素を介しシステインへ過剰なイオウ原子がサルフェン硫黄として挿入
されたシステインパースルフィド (CysSSH) が産生され、CysSSH を起点とし GSSH といった多彩
な分子群が産生されることが明らかとなった (Ida et al. Proc Natl Acad Sci USA 2014)。こ
れら活性イオウ分子 (RSS) と称される分子群は高い求核性・抗酸化性を有し、(MeHg)2S 生成を
介した不活化や細胞内レドックスバランスの維持を通じて MeHg による細胞傷害の防御因子とし
ての機能が示唆される (Abiko et al. Chem Res Toxicol 2015)。実際に我々は MeHg 毒性防御
への RSS の重要性を個体レベルで明らかとした。 
一方でこれら RSS 中のサルフェン硫黄は他のイオウ原子に可逆的に結合する特性を有し、そ
れ故にタンパク質のシステイン残基への転移によって当該部位を超硫黄化することが明らかと
なった。さらに驚くべきことに、タンパク質翻訳時に超硫黄化が行われる機序も発見された 
(Akaike et al. Nat Commun 2017)。このサルフェン硫黄を介した超硫黄化による修飾形態が有
する生理的意義は未解明な点が多いが、過酸化や MeHg 付加を防ぐ可逆性担保機構としての重要
性が示され (Dóka et al. Sci Adv 2020, Abiko et al. Chem Res Toxicol 2015)、MeHg 毒性と
の連関も明らかにされ始めている (Nishimura et al. Sci Signal 2019)。 
 
 
２．研究の目的 
 
申請者は若手研究課題 (JP19K16368) において、MeHg 曝露は脳内 RSS を減少させることを明
らかとした。これは脳内レドックスバランス維持のために RSS が消費され、過剰な RSS の減少に
至ると MeHg 毒性が生じることを示唆している。RSS 中のサルフェン硫黄は易転移しタンパク質
を超硫黄化することが明らかとされてきた。予備検討により、脳試料高分子画分からタンパク質
超硫黄化由来のサルフェン硫黄が検出された。また、脳試料を RSS モデル化合物と混合すると、
広範な分子量に渡り脳タンパク質の超硫黄化が見られ、これらは MeHg 等親電子物質により量変
動する。このことは MeHg 曝露による RSS 消費が脳タンパク質の超硫黄化量を減少させることを
示しており、タンパク質の機能変動が MeHg 毒性へと至るのではないかと着想した。本研究の目
的は、（１）サルフェン硫黄による超硫黄化修飾を介したタンパク質のレドックス制御に着目し、
被修飾分子を同定する。（２）さらにメチル水銀曝露による当該分子の修飾状態の変遷を機能変
動と共に明らかとし、（３）下流分子そして細胞機能に与える変動を解明することで、MeHg 曝露
影響の起点 (フロントエンド) から終点 (バックエンド) に至る素過程を立証することである。
したがって本研究は、ケミカルバイオロジーに立脚した解析手法を駆使し、サルフェン硫黄を介
したタンパク質のレドックス制御の生理的意義を、神経細胞における MeHg 毒性機序において詳
細に解き明かし、MeHg 毒性の統合的理解に資すると共に近年急速に発展するイオウ生物学に貢
献する。 
 
 
３．研究の方法 
 
超硫黄分子の検出法が様々に生み出されており、タンパク質の超硫黄化に関してはヨードア
セトアミドによるチオール基（超硫黄化されたものを含む）のアルキル化を用いた検出系が報告
されている。生体試料中のタンパク質をビオチン標識ヨードアセトアミドとアビジンビーズを
用いたプルダウンの後、還元剤処理によって超硫黄化タンパク質を単離するにあたり、実験系の
最適化を行った。ラット由来血漿、ヒト由来培養細胞、ラット胎児大脳皮質由来初代培養神経細
胞を試料として高分子画分を分取後、試験管内または培養液中へのRSSモデル化合物またはMeHg
曝露を行い、上記方法によりタンパク質超硫黄化の変化を解析した。また、ラット胎児大脳皮質
由来初代培養神経細胞を試料とし、上記方法と DIA プロテオミクスまたは生化学的を組合わせ、
超硫黄化タンパク質の同定と MeHg 曝露による超硫黄化変動を解析した。 



４．研究成果 
 
はじめに超硫黄化タンパク質の定性・定量解析の要となるゲルシフトアッセイとプルダウン
アッセイの条件検討を行った。本解析系を用い検出されるラット血漿中アルブミンの超硫黄化
は、RSS モデル化合物処理により増強された。また、RSS モデル化合物で処理したラット脳試料
を MeHg 等種々の親電子物質で処理すると、電気泳動度に変化を示す複数のタンパク質が検出さ
れた。これらは RSS からタンパク質のシステイン残基へと転移したサルフェン硫黄が MeHg によ
り奪取されることを示唆する。プルダウンアッセイ系においては、ビオチン標識アルキル化剤を
介して還元型チオール基および超硫黄化を受けたチオール基を有するいずれのタンパク質もア
ビジンビーズへとプルダウンされる。その後、還元剤処理（DTT）により超硫黄化タンパク質を
溶出させる（溶出されたタンパク質は還元型チオール基を有した状態となる）。用いるアビジン
ビーズは、一部の先行研究において超常磁性酸化鉄高分子ポリマー製のストレプトアビジンビ
ーズが用いられている。しかしながら、本ビーズを用いた際には還元剤処理により上清中にスト
レプトアビジンが溶出した。これは結果として超硫黄化タンパク質の特異的な単離を成立させ
ず、擬陽性を生じさせる。このため、本解析法おいてアビジンビーズの選定は注意を要すること
を記しておきたい。アガロースビーズを保持単体とするニュートラアビジンビーズにおいてこ
の問題は生じず、本プルダウンアッセイ系に用いた。 
実験系を最適化したプルダウンアッセイ系を用い、タンパク質の超硫黄化を解析した。ヒト神
経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞抽出液のポリスルフィドモデル化合物（Na2S3）処理により増加するタ
ンパク質の超硫黄化は MeHg の添加により減少したことから、RSS からタンパク質のチオール基
へと転移したサルフェン硫黄が MeHg により奪取されることが示唆された。培地に Na2S3または
MeHg を添加して曝露を行った SH-SY5Y 細胞を用いて同様の解析を行った。その結果、細胞内超
硫黄化タンパク質の総量を SDS-PAGE 上で示す蛍光染色強度は Na2S3曝露により増加した一方、
MeHg 曝露による明確な減少は認められなかった。しかし超硫黄化修飾が報告されているグリセ
ルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼを特異的に検出したところ、MeHg 曝露細胞についてそ
の超硫黄化の減少が確認されたことから、MeHg によりサルフェン硫黄を奪取される超硫黄化タ
ンパク質には特異性が存在することが示唆された。 
MeHg 曝露または未曝露のラット大脳皮質初代培養神経細胞より、ビオチン標識アルキル化剤
を用いたプルダウンアッセイ系にて超硫黄化タンパク質を特異的に単離し、DIA プロテオミクス
による同定と半定量解析を行った。その結果、MeHg 曝露依存的に超硫黄化が減少する種々の候
補タンパク質が見出された。このものの一部につき生化学的解析も行ったところ、超硫黄化が既
に報告されているプロテアーゼのほか、セリンスレオニンキナーゼなど新奇分子にて超硫黄化
と MeHg による超硫黄化減少が確認された。これらの結果は、MeHg により特異的なタンパク質が
脱超硫黄化することを示唆しており、当該タンパク質の機能変化と MeHg 毒性の関連についてさ
らなる解析が必要である。 
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