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序章 

  

水俣病の原因物質として同定されたメチル水銀（MeHg）の脅威は現在も静か

に続いている．MeHg は海洋に沈降した無機水銀が微生物による代謝を受けるこ

とで産生される有機水銀の 1 種である 1．海洋へ沈降する水銀の起源としては，

火山活動による大気中への水銀放出が挙げられる 2．加えて，このような自然的

要因の約 5 倍もの水銀が人為的要因によって大気中へ放出されていることが明

らかとなっている 3．人為的な水銀排出経路としては，石炭火力発電や金採掘な

どの産業活動が挙げられる 4．発展途上国で盛んに行われている金採掘では金の

精製時に水銀が使用され，その大気中水銀排出量は人為的要因の約 38 ％を占め

るとされている 3．近年の世界規模での調査から，大気中に放出された水銀量は

発展途上国のみならず，世界各国で高い値を示すことが明らかとなっている（図 

1）3． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 大気中水銀量の地理的分布 

 

 

海洋中で産生された MeHg は生物濃縮を受け，マグロ，イルカおよびクジラ

などに高濃度に蓄積することが知られている 5．我々はこれらの大型海洋生物を

食すことで MeHg に曝露している．かつて，MeHg の蓄積した魚介類の摂取によ

って中枢および末梢神経系の障害（MeHg 中毒：水俣病）が生じたことが本国に

おいて大きな社会問題となった．この一件を受けて，世界各国で産業的な水銀使

用を制限する「水銀の使用に関する水俣条約」が 2017 年に締結・発行された．
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また，2019 年にアメリカ食品医薬品局（FDA）およびアメリカ合衆国環境保護

庁（EPA）は妊婦や幼児の海洋生物摂取に対して注意喚起を発表しており 6，MeHg

による健康影響は現在も尚，警戒されている． 

 

MeHg（CH3Hg+）は親電子性を有しており，タンパク質中のシステイン（Cys）

残基チオール基（チオレートアニオン）と高い親和性を示すことが知られている

7．MeHg は Cys と複合体を形成し，メチオニンと類似した構造を取ることでメ

チオニン輸送系を利用し，生体内に吸収される 8．そのため，無機水銀における

消化管からの吸収率が数％であるのに対し，MeHg は約 90 %と極めて高い 9,10．

加えて，MeHg は体内でも比較的安定であるため体外排出が遅く，蓄積による慢

性毒性が生じやすいとされている 10．また，MeHg は血液脳関門を容易に通過す

るため脳への移行性が高く，小脳顆粒細胞などの特定領域を傷害することが報

告されている 11,12．しかしながら，水俣病の発見から 60 年以上経過した現在に

おいても，MeHg による神経細胞死誘導メカニズムについて統一した見解は得ら

れていない． 

 

MeHg とチオレートアニオンとの共有結合は S-水銀化修飾と呼ばれ，タンパ

ク質の機能変化を引き起こし，生体内恒常性の破綻，すなわち細胞障害に繋がる

と考えられている（図 

2）．S-水銀化修飾に起因

した細胞障害機構とし

て，酸化ストレス，          

細胞内 Ca2+濃度増加，    

グルタミン酸の取り込 

み障害，タンパク質合成阻害および微小管障害が関与することが挙げられてい

る 13．特に，酸化ストレスおよび細胞内 Ca2+濃度増加に起因した毒性発現メカニ

ズムが有力であると考えられている．抗酸化物質の一種であるグルタチオン

（GSH）には親電子性の高い化合物や重金属などの生体異物と結合し，生体外へ

の排出を促進する解毒作用がある 14．MeHg は GSH と容易に反応し，細胞外へ

排出されることで解毒されるが，大量の MeHg が生体内に取り込まれた場合に

は GSHが枯渇し，活性酸素種（ROS）に対して脆弱になると考えられている 15．

図 2 タンパク質 Cys残基の S-水銀化 
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また，抗酸化酵素であるスーパーオキシドジスムターゼ（SOD）が，MeHg によ

る S-水銀化修飾を受け，酵素活性が低下することで ROSが増加することが示唆

されている 16．細胞内の Ca2+は小胞体（ER）やミトコンドリアなどの細胞小器

官に貯蔵されており，細胞質中における Ca2+は低濃度に保たれている．MeHg は

ER 膜上に存在するカルシウムポンプ Ca2+-ATPase を S-水銀化することで Ca2+の

輸送障害を引き起こし，細胞質内 Ca2+濃度を増加させることが示唆されている

17,18． 

 

S-水銀化に起因した細胞障害機構が種々提唱される中，当研究室ではこれまで

に，新生タンパク質の成熟化を担う ER 局在ジスルフィド結合異性化酵素 protein 

disulfide isomerase（PDI）が S-水銀化されることを明らかにしてきた 19．PDI は

S-水銀化を受けることで酵素活性を消失し，ER 内にミスフォールドしたタンパ

ク質の蓄積を引き起こすことが示唆されている．ER は新生タンパク質の品質管

理と Ca2+の貯蔵を担う細胞小器官であり，分子シャペロンや種々の酵素によっ

て新生タンパク質の正常な高次構造形成を促進する．しかし，栄養飢餓や，低酸

素，酸化ストレス，虚血，重金属などのストレスが負荷されると正常な高次構造

形成が阻害され，ミスフォールドタンパク質が ER に蓄積する 20．また，細胞質

への Ca2+放出により，ER局在 Ca2+依存性分子シャペロンの活性が低下し，ミス

フォールドタンパク質の蓄積が引き起こされることも知られている 21．このよ

うなミスフォールドタンパク質が ER に蓄積した状態は ER ストレスと呼ばれ

る．細胞は ER ストレスに対して，ER ストレス応答（UPR）と呼ばれる防御機

構を備えており，（1）～（3）に示したような働きによりミスフォールドタンパ

ク質の蓄積を回避する 22,23． 

 

（1）新規に合成されるタンパク質の翻訳抑制 

（2）分子シャペロンの転写誘導によるタンパク質のフォールディング促進 

（3）ER 関連分解（ER-associated degradation：ERAD）によるミスフォールドタ

ンパク質のプロテアソーム依存的な分解促進 

 

UPR は，inositol-requiring enzyme 1α（IRE1α），activating transcription factor 6

（ATF6），protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase（PERK）の 3つの
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膜貫通型タンパク質（ER ストレスセンサー）が ER 内のミスフォールドタンパ

ク質蓄積を感知することで開始する（図 3）．ストレス負荷がない状態ではいず

れのストレスセンサータンパク質も ER シャペロン immunoglobulin binding 

protein/Glucose-regulated protein 78（BiP/Grp78）とヘテロダイマーを形成し，不活

性化状態で存在している．ER ストレスが負荷されると，BiP がミスフォールド

タンパク質と結合し，各センサータンパク質のセンサードメインから解離する．

この BiPの解離により，各センサータンパク質は活性化する． 

 

 

PERKは細胞質側に 2つのキナーゼ領域を有するタンパク質であり，BiPが解

離すると多量体化し，自己リン酸化により活性化する 24,25．活性化 PERKはリボ

ソームを構成する翻訳開始因子 eukaryotic translation-initiation factor-2 α（eIF2α）

をリン酸化してタンパク質翻訳を抑制する 26．この機構は，ERストレス下にお

いてタンパク質合成を一時的に停止させることにより，ER への負荷を軽減させ

ることが目的と考えられている．また，PERK-eIF2α系の過剰な活性化は，転写

因子 activation of transcription factor 4（ATF4）の翻訳を促進する．誘導された ATF4

は C/EBP homologous protein（CHOP）を転写誘導することでアポトーシスを誘起

図 3 UPRの概略図 
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する 27． 

 

ATF6 は BiP が解離した後，ER からゴルジ体に移行し，細胞質側の N 末端領

域が site-1 protease（S1P）と site-2 protease（S2P）によりプロセシングを受ける

ことで ER 膜より遊離する 28,29．切断された ATF6 の N 末端領域（p50）は核に

移行し，転写因子として分子シャペロンや CHOPなどを誘導する． 

 

IRE1α は細胞質側にセリン/スレオニンキナーゼドメインとリボヌクレアーゼ

ドメインを有するタンパク質である 30,31．IRE1αは BiP解離後，ホモダイマーを

形成して自己リン酸化により活性化し 32，転写因子 X-box binding protein（XBP1）

の mRNA をスプライソソーム非依存的にスプライシングすることで活性型

XBP1（XBP1s）を産生する 33,34．XBP1s は BiP や PDI などの ER シャペロン分

子の他，ERAD関連分子を発現誘導することが示唆されている 35．ERADは，ER

内腔および ER 膜に存在するミスフォールドタンパク質を細胞質に逆行輸送し，

ユビキチン-プロテアソーム依存的に分解する機構である 23．また，IRE1α は

regulated Ire1-dependent decay（RIDD）と呼ばれる機構の活性化にも関与する．

RIDDではオリゴマーを形成した IRE1αが，分泌タンパク質や膜タンパク質をコ

ードする mRNAを切断・分解へ導くことで，ERストレス時に ER への新規合成

タンパク質の流入を抑制することが報告されている 36． 

 

持続的あるいは重度の ER ストレスによって ER の恒常性維持が難しくなる

と，CHOPを介した抗アポトーシス分子 b-cell leukemia/lymphoma 2 protein（Bcl-

2）の発現抑制などによってアポトーシスが誘導されることが知られている 27．

慢性的な UPRの活性化によるアポトーシス誘導は様々な疾患との関連が報告さ

れており，特にミスフォールドタンパク質の蓄積という共通した特徴を呈する

ことから，神経変性疾患と ERストレスとの関連に注目が集まっている 37．神経

変性疾患であるアルツハイマー病，パーキンソン病および筋萎縮性側索硬化症

モデルにおいて CHOPの誘導が認められており，神経細胞死に UPR の活性化が

関与することが示唆されている 38–40． 

 

MeHgの曝露によって ERストレスが惹起されることは他のグループにおいて



17 

 

も細胞および動物レベルで報告されている 41–44．また，抗酸化物質 trolox や N-

acetyl cysteine（NAC）の同時処理または前処理によって，MeHg による ERスト

レスマーカーの増加が抑制されたことから，MeHg 誘導性 ERストレスは酸化ス

トレスを介して惹起されることが示唆されている 41,43,44．したがって，MeHg に

よるアポトーシス誘導には酸化ストレス発生後のイベントである UPRの活性化

が関与する可能性がある．しかしながら，生存シグナルと細胞死シグナルの二極

性を有する UPRがMeHg曝露下でどちらを優位に機能させるのかは不明であっ

た．そこで，本研究では MeHg 誘導性神経細胞死における ER ストレスおよび

UPR の関与を明らかにすることを目的とし，細胞レベルおよび動物レベルでの

検討を行った． 
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第 1 章 

MeHg による小胞体ストレスを介した細胞死誘導機構 

   

目的 

当研究室ではこれまでに，ER に局在するジスルフィド結合異性化酵素 PDI が

S-水銀化修飾を受けることで酵素活性を消失し，新生タンパク質の成熟化が阻害

された結果，ERストレスが惹起されることを明らかにしてきた．しかし，MeHg

誘導性 ER ストレスに対して UPR は生存へ働くのか，細胞死を誘導するのか，

細胞運命がどのように方向付けられるのか明らかにされていなかった．そこで，

本研究では 3 つの ER ストレスセンサータンパク質を介した UPR 各経路の活性

化および細胞運命決定に MeHg が及ぼす影響について解析した． 
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実験方法 

1．細胞培養 

 徳島大学 先端酵素学研究所 親泊 政一 教授よりご恵与頂いたマウス胎児

性線維芽細胞（MEF）細胞は，10 % Fetal bovine serum（FBS）（56 °C，30 分間非

動化処理）， 1 % MEM Non-essential Amino Acids Solution, 1 % Penicillin-

Streptomycin Solution を含む D-MEM（Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium）培地

を用いて 95 % air-5 % CO2，37 °C の条件下で培養した． 

 ATCC より購入したヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y細胞（ATCC，CRL-2266）は，

10 % FBS（56 °C，30 分間非動化処理），1 % Penicillin-Streptomycin Solutionを含

む D-MEM/Ham’s F-12 培地を用いて 95 % air-5 % CO2，37 °C の条件下で培養し

た． 

金沢医科大学 総合医学研究所 岩脇 隆夫 教授よりご恵与頂いた IRE1α ノ

ックアウト（KO）マウス胎児性線維芽細胞MEF細胞は，10 % FBS（56 °C，30 

分間非動化処理），1 % MEM Non-essential Amino Acids Solution，1 % Penicillin-

Streptomycin Solution を含む D-MEM培地を用いて 95 % air-5 % CO2，37 °Cの条

件下で培養した．  

 

 

2．試薬処理 

（1）MeHg の調製 

Methylmercury Chloride（東京化成，M0589）25.108 mgを DMSO 1 mL に溶解

し，100 mM stock solution を調製した．使用する際は 100 mM MeHg stock solution

を dimethyl sulfoxide（DMSO）で 10 mMに希釈した後，使用した． 

 

（2）MeHg 処理（細胞死の検討） 

MEF細胞を翌日に 40-50 % confluentになるように 12-well dish に播種し，培養

した．その後，終濃度が各濃度になるよう 10 mM MeHg を 50 µL のフレッシュ

な培地に懸濁した後，培養上清に添加した． コントロール群には，MeHg と等

量の DMSOを懸濁した培地を添加した（終濃度 0.03 %）． 
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（3）MeHg 処理（ER ストレスの検討） 

MEF細胞を翌日に 70-80 % confluentになるように 6-well dish に播種し，培養

した．その後，各濃度になるよう 10 mM MeHg を 50 µL のフレッシュな培地に

懸濁した後，培養上清に添加した．コントロール群には，MeHgと等量の DMSO

を懸濁した培地を添加した（終濃度 0.01 %）． 

 

（4）ER ストレス誘導薬処理 

ERストレス誘導薬 Thapsigargin（Tg）（富士フィルム和光純薬，209-17281）1 

mg を DMSO 153.66 µL に溶解し，10 mM solution を調製し，使用した． 

MEF細胞を翌日に 70-80 % confluentとなるように 6-well dish に播種し，培養

した．その後，各濃度になるよう 10 mM Tgを 50 µL のフレッシュな培地に懸濁

した後，培養上清に添加した． 

 

（5）NaCl 処理 

Sodium Chloride（富士フィルム和光純薬，191-01665）2.92 gを滅菌精製水 10 

mL に溶解し，5 M solution を調製した． 

MEF細胞を翌日に 70-80 % confluentとなるように 24-well dish に播種し，培養

した．その後，終濃度 250 mMになるよう 5 M NaCl を直接培養上清に添加した． 

 

（6）PERK阻害薬処理 

PERK阻害薬 GSK2606414（Merck Millipore，516535）5 mgを DMSO 1107.56 

µL に溶解し，10 mM solution を調製した． 

MEF細胞を翌日に 40-50 % confluentとなるように 12-well dish に播種し，培養

した．その後，各濃度になるよう 10 mM GSK2606414 を 50 µL のフレッシュな

培地に懸濁した後，培養上清に添加した． 

 

 

3．Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction（RT-PCR） 

（1）RNA抽出 

MEF 細胞を RNA 抽出時に 70-80 % confluent となるように 6-well dish に播種

し，培養した．培地を除去後，氷冷 PBS(-)で wash し，TRI Reagent（Sigma Aldrich，
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T9424）を 500 µL 加え，室温で 5 分間静置した．クロロホルムを 100 µL 加え，

激しくボルテックスし（15 秒間），室温で 3分間静置した．12,000×g，4 ℃，15

分間遠心分離して水相・中間相・有機相に分け，RNA が含まれる水相のみを新

しいチューブに移した．2-Propanol を 250 µL 加えて転倒混和した後，室温で 10

分間静置した．12,000×g，4 ℃，10 分間遠心分離し，上清を除去した．75 % ethanol

を 500 µL 加えてボルテックスした後，20,400×g，4 ℃，5分間遠心分離して上清

を除去し，室温で 5 分間風乾した．ペレットが完全に乾く前に適当量の滅菌精

製水に溶解させた． 

 

（2）cDNA合成 

cDNA合成は ReverTra Ace -α-®（TOYOBO，FSK-101F）を使用して行った．氷

上の PCR チューブに下記の RNA希釈液を用意した． 

 

[RNA希釈液] 

Total RNA x µL (= 0.5 µg) 

RNase Free H2O (5.875 - x) µL 

この RNAに下記の mixture を添加し，慎重に混ぜた． 

 

5×RT Buffer 2 µL 

Deoxynucleotide Mix (10 mM each） 1 µL 

RNase Inhibitor (10 U/µL) 0.125 µL 

Oligo(dT)20Primer (25 pmol/µL) 0.5 µL 

ReverTra Ace 0.5 µL 

Total 4.125 µL 

TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice（TaKaRa）を用いて 42 ℃で 20 分間インキュ

ベーションした後，99 ℃で 5 分間逆転写酵素を不活化した．その後，4 ℃で急

冷し反応を停止させた． 

 

（3）PCR  

PCR は EmeraldAmp PCR® Master Mix（TaKaRa，RR300A）を用いて行った．

以下の試薬を Sample 数分作って分注した． 
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EmeraldAmp PCR Master Mix 10.0 µL 

forward primer (10 µM) 0.4 µL 

reverse primer (10 µM)  0.4 µL 

total                  10.8 µL 

cDNA 1 µL と滅菌精製水 8.2 µL を入れたチューブに mixture 10.8 µL を入れて

ピペッティングし，スピンダウンした後，Thermal Cycler を用いて PCR を行っ

た．PCR 産物は 6 %アクリルアミドゲルに 5 µL/lane でアプライし，1×TBE Buffer

中，100 V, 400 mAで 60 分間電気泳動した．泳動後，ゲルを 0.5×TBE Buffer（EtBr

含有）中で 20分間振とうし，Gel DocTM EZ Imager（Bio-Rad）で DNAバンドを

検出した．各種 primer とサイクル条件は以下の通りである（表 1）． 

 

表 1．各種 Primer およびサイクル条件 

 

 

4．Hoechst 染色 

Hoechst 33342 は細胞膜透過性の高い DNA 結合色素であり，細胞の固定化や

透過化を行わずに培地への添加によって細胞核の染色を行うことが可能である． 

MeHg 処理を行った細胞に Hoechst 33342 を終濃度 10 µM になるように添加し，

遺伝子 Primer (F:forward R:reverse) サイクル条件 産物長 

 

β-actin 

F cct gac ggc cag gtc atc  
95℃, 2 min 

(95℃, 1 min / 55℃, 1 min / 72℃, 20 sec.)×25 

4℃, ∞  

 

295 bp 

R gga ctc gtc ata ctc ctg 

 

Chop 

F tgc ctt tca cct tgg aga cg 
95℃, 2 min 

(95℃, 1 min / 57℃, 1 min / 72℃, 30 sec.)×24 

4℃, ∞ 

 

252 bp 

R cca tag aac tct gac tgg aat ctg g 

 

Bip 

F gaa agg atg gtt aat gat gct gag 
94℃, 2 min 

(94℃, 15 sec. / 55℃, 30 sec. / 68℃, 1 min)×20 

72℃, 7 min 

4℃, ∞ 

 

231 bp 

R gtc ttc aat gtc cgc atc ctg 

Xbp1 

F tta cga gag aaa act cat ggc c 
95℃, 2 min 

(95℃, 1 min / 55℃, 1 min / 72℃, 20 sec.)×30 

72℃, 10 min 

4℃, ∞ 

289 bp 

(unspliced) 

263 bp 

(spliced) 
R ggg tcc aag ttg tcc aga atg c 
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37 °C，15分間，95 % air-5 % CO2の条件で培養した．その後，蛍光顕微鏡 BZ-

X810（Keyence）を用いて細胞観察を行った． 

また，Hoechst 染色を行った細胞を，蛍光顕微鏡下でそれぞれの well からラン

ダムに 3 箇所を選んで撮影し，ImageJ を用いて解析した．解析結果より，全細

胞数に対する生細胞の割合を算出し（アポトーシスによる核の凝集によって青

色蛍光が強くなっているものを死細胞とみなした），グラフ化および統計処理を

行った． 

 

 

5．Western blotting 

（1）細胞質画分の調製 

使用する試薬は以下のように調製した． 

   

 PBS  :                  137 mM NaCl 

                          2.7 mM KCl 

                            8.1 mM Na2HPO4・12 H2O 

                            1.5 mM KH2PO4 

    NP-40 Lysis buffer  :  50 mM Tris-HCl (pH 7.5) 

150 mM NaCl 

1 v/v% NP-40， 

5 mM EDTA 

1 × Protease Inhibitor 

1 × Phosphatase Inhibitor 

4 × SDS sampling buffer :  250 mM Tris-HCl (pH 6.8) 

40 v/v% Glycerol， 

20 v/v% 2-Mercaptoethanol， 

8 w/v% SDS， 

0.02 w/v% Bromophenol Blue 

SDS-PAGE Running buffer : 25 mM Tris， 

192 mM Glycine， 

1 w/v% SDS 
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Transfer buffer :  25 mM Tris， 

192 mM Glycine， 

20 v/v% Methanol 

TBS-T :   137 mM NaCl， 

10 mM Tris-HCl (pH 7.4)， 

0.1 v/v% Tween 20 

 

培地を除去後，氷冷 PBS(-) で wash し，NP-40 Lysis buffer 60-80 µL を加え，

4 °Cにて 5分間静置した．細胞をスクレープし，4 °C，20,400×g，10 分間遠心分

離後，その上清を細胞可溶性画分として回収した．そのうち 2 µL をタンパク質

定量に使用し，また 45 µL に 15 µL の 4 × SDS Sampling buffer を加えて 100 °Cで

5 分間煮沸することで Western blotting 用サンプルとした．細胞可溶性画分のタ

ンパク質量は Bradford 法により測定した． 

【Bradford 法によるタンパク質定量】 

0，2，4，6，8，10 mg/mL の BSA水溶液および細胞可溶性画分サンプル水溶

液各 800 µL に対し，200 µL の protein assay 試薬（Bio-Rad，500-0006）を加え，

転倒混和後，595 nm における吸光度を吸光分光光度計（BECKMAN COULTER）

によって測定した．BSA 水溶液の測定値より検量線を作成し，細胞可溶性画分

の sample の濃度を算出した． 

 

（2）SDS-PAGE 

SDS を含むポリアクリルアミドゲルに sample を供し，泳動用緩衝液として

SDS-PAGE running buffer を用い，80 Vの電圧で 30分間，130 Vで 60分間電気泳

動した．ゲル上のタンパク質は 4 °C，100 Vの定電圧で 60分間，Transfer buffer

中で PVDF 膜（Merck Millipore，IPVH00010）上に転写した．この PVDF 膜を

Blocking buffer（表 2 参照．希釈溶液はすべて TBS-T（0.1 v/v% Tween20）を使

用）を用いて振盪した．その後，Blocking buffer で希釈した各種一次抗体および

二次抗体を用いて膜を振盪し，Chemi DocTM MPシステム（Bio-Rad）を用いて検

出した．  
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表 2．Western blotting で使用した抗体 

抗体 ゲル（%） Blocking buffer 希釈倍率 2nd Ab 希釈倍率 

β-actin 8 5 % milk in TBST 1:50,000 ― 

PERK 8 5 % BSA in TBST 1:5,000 Rabbit (1:50,000) 

p-PERK 8 5 % BSA in TBST 1:5,000 Rabbit (1:50,000) 

eIF2α 12 5 % BSA in TBST 1:5,000 Rabbit (1:50,000) 

p-eIF2α 12 5 % BSA in TBST 1:5,000 Rabbit (1:50,000) 

ATF6 8 5 % milk in TBST 1:5,000 mouse (1:50,000) 

IRE1α 8 5 % BSA in TBST 1:5,000 Rabbit (1:50,000) 

p-IRE1α 8 5 % BSA in TBST 1:5,000 Rabbit (1:50,000) 

 

 

6．変異型 IRE1αの構築 

 宮崎大学 医学部 西頭 英起 教授よりご恵与していただいた IRE1α 発現プ

ラスミド（pcDNA3-hIRE1α-HA ; h=human）を用いて，IRE1αの Kinase extension 

nuclease（KEN）ドメイン中の Cysを Serに置換した CS mutant体（C931S，C951S）

を作製した．変異体作製には QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit（Agilent 

Technologies，210519）を用いた． 

 50 ng の pcDNA3-hIRE1α-HA ベクターに 5 µL の 10 x reaction buffer，1 µL の

dNTP mix，変異を含む 1 µL の sense および anti-sense プライマー（125 ng），1.5 

µL の Quick solution，1 µL の 2.5 U/µL Pfu Turbo DNA polymerase を加え，滅菌精

製水で全量を 50 µL とした．PCR条件は以下に示した条件で行った（表 3）． 

 

表 3．サイクル条件 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Condition 

95℃, 2 min 

(95℃, 2 min / 60℃, 10 sec / 68℃, 5 min.)×18 

68℃, 5 min 

4℃, ∞  
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プライマーの配列 

C931S sense  5’-CTCCCCGACGACTTCGTGTCCTACTTCACATCTCGC TTC-3’ 

    anti-sense  5’-GAAGCGAGATGTGAAGTAGGACACGAAGTCGTCGGGGAG-3’ 

C951S  sense  5’-CGGGCCATGGAGCTGTCCAGCCACGAGAGACTCTTC-3’ 

    anti-sense  5’-GAAGAGTCTCTCGTGGCTGGACAGCTCCATGGCCCG-3’ 

 

 40 µL の PCR産物に 1 µL の Dpn1 restriction enzyme（10 U/µL）を加え，転倒混

和した後，37 ℃で 5分間反応させた．2 µL の Dpn1 処理 DNAサンプルを 45 µL

の XL-Gold ultracompetent cell に加えトランスフォーメーションを行った． 

 

 

7．Transfection 

IRE1α KO MEF 細胞をトランスフェクション時に 70-80 % confluent となるよ

うに 6-well dish に播種し，培養した．その後，2 µg の WT-hIRE1α-HA，C931S-

hIRE1α-HA，C951S-hIRE1α-HA 発現プラスミド DNA をそれぞれ OPTI-MEM と

PEI-MAX の mixture に加え，室温で 20 分間インキュベーションした．その後，

mixture を培地に処理し，37 ℃，5 % CO2存在下で培養した．6時間インキュベ

ートした後，37 ℃で温めたフレッシュな培地と培地交換し，18時間培養した後，

実験に供した． 

 

 

8．統計処理 

定量値は平均値±標準誤差（SEM）で示した．統計解析には GraphPad Prism 8

（GraphPad Software）を使用した．多重検定の統計的な有意差は one-way analysis 

of variance（ANOVA）により検定し，事後検定として Bonferroni 法を用いた．統

計的有意差は *:p<0.05, **:p<0.01, ***:p<0.001 で示した． 
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実験結果 

1．MeHgによる細胞死惹起 

 

1-1 MeHgによる細胞死惹起の確認 

先行研究より，ヒト神経芽細胞種 SH-SY5Yにおいて MeHg による細胞死誘導

と ER ストレス惹起が確認されている．本章では，マウス胎児性繊維芽細胞 MEF

においても同様に，MeHg による細胞死および ERストレスが誘導されるか否か

検討した．MEF細胞に各濃度（0，1，2，3 µM）の MeHg を 12，24 時間処理し

たのち，Hoechst 染色を行い，蛍光顕微鏡を用いて位相差観察および蛍光観察を

行った．また，Hoechst 染色を行った細胞については細胞生存率を算出し，統計

解析を行った．その結果，MeHg 処理 12時間および 24時間において，MeHg 処

理濃度依存的に有意な細胞生存率の減少が確認された（図 4A-D）． 
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図 4 MeHg処理による細胞死惹起の確認 

A) MEF細胞に 1-3 µM MeHg を 12時間処理した時の明視野細胞観察像と

Hoechst 染色像． 

B) MeHg を 12時間処理した MEF細胞の細胞生存率について，ImageJを用い

て定量化したもの． 

C) MEF細胞に 1-3 µM MeHg を 24時間処理した時の明視野細胞観察像と

Hoechst 染色像． 

D) MeHg を 24時間処理した MEF細胞の細胞生存率を定量化したもの． 

Hoechst 染色像内の矢印は核の凝集したアポトーシス細胞を示す．各画像のス

ケールバーは 50 µm を示す．定量値は平均値±標準誤差（SEM）を示す． 

n=3, **: p<0.01, ***: p<0.001 vs 0 µM by one-way ANOVA with Bonferroni’s post hoc 

test．  

A B 

 

C D 
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1-2 MeHgによる ERストレス惹起の確認 

次に，MEF 細胞に MeHg を処理することで ER ストレスが誘導されるか否か

を明らかにするために，ER ストレスマーカーである Chop および Bip mRNA レ

ベルを RT-PCR 法により解析した．その結果，MeHg 処理後 3-6 時間において，

Chop mRNAが増加していることが判明した（図 5A）．また，MeHg 処理 3 時間

において，MeHg 処理濃度依存的な Chop mRNA の増加が認められた．（図 5B）

しかしながら，Bip mRNAは両条件下において増加しなかった（図 5A，B）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 MeHg処理による Chopおよび Bip mRNAレベルの変化 

A) MEF細胞に終濃度 5 µM MeHg を処理した時の Chopおよび Bip mRNAレベ

ルの経時変化 

B) MEF細胞に 1-10 µM濃度のMeHg を 3 時間処理した時の Chop および Bip 

mRNAレベル変化 

ER ストレスマーカーのポジティブコントロールとして，MEF細胞に終濃度 5 

µM Tg を 3 時間処理したサンプルを使用した． 

  

A 

B 
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2．各小胞体ストレスセンサーに対する MeHg の影響 

 

2-1 PERK経路に対する MeHg の影響 

 1-2の結果より，MEF細胞においても MeHg 処理によって ERストレス惹起が

認められることが判明した．そこで，次にMeHg 誘導性 ER ストレスによる各小

胞体ストレスセンサー（PERK，ATF6，IRE1α）および各経路の活性化について

検討した．MEF 細胞に MeHg を処理した際の PERK および eIF2α の活性化（リ

ン酸化）を，特異的抗体を用いた Western blotting 法から検討した．その結果，終

濃度 10 μM のMeHg 処理時間依存的な PERKのリン酸化亢進が認められた（図 

6A）．また，5-10 µM の MeHg を 3 時間処理すると，MeHg 処理濃度依存的に

PERKおよび eIF2αのリン酸化が増加することも明らかとなった（図 6B）． 

 

                       

 

 

図 6 PERK および eIF2αのリン酸化に対する MeHgの影響 

A) MEF細胞に終濃度 10 µM のMeHg を処理した時のリン酸化 PERKレベルの

時間依存性．リン酸化 PERK のポジティブコントロールとして，終濃度 250 

mM NaCl を 1 時間処理したサンプルを使用した． 

B) MEF細胞にMeHg を 3時間処理した時のリン酸化 PERKおよびリン酸化

eIF2αレベルの濃度依存性． 

 

 

  

A B 
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2-2 ATF6経路に対する MeHg の影響 

続いて，MeHg によって ATF6 経路が活性化するのか否か検討した．ヒト神経

芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞に MeHg を処理し，ATF6 の活性化（限定分解の亢進）

を検討した結果，終濃度 4 μM のMeHg 処理時間依存的に ATF6 の切断断片であ

る p50 の増加が認められた（図 7）．  

 

 

 

 

 

   

 

  

 

 

 

 

 

図 7 ATF6の限定分解に対する MeHg の影響 

SH-SY5Y細胞に終濃度 4 µM MeHg を処理した時の切断型 ATF6 レベルの時間

依存性． 
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2-3 IRE1α経路に対する MeHgの影響 

（1）IRE1αのリン酸化の検討 

次に，MeHg によって IRE1α 経路が活性化するのか否か検討した．MEF 細胞

に MeHg を処理した時のリン酸化 IRE1α レベルを検討した結果，終濃度 5 μM 

のMeHg処理時間依存的にリン酸化 IRE1αが増加することが判明した（図 8A）．

また，0.1-2 µMのMeHg を 1時間処理すると，MeHg 処理濃度依存的に IRE1αの

リン酸化が増加することも明らかとなった（図 8B）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

図 8 IRE1αのリン酸化に対する MeHg の影響 

A) MEF細胞に終濃度 5 µMのMeHgを処理した時のリン酸化 IRE1αレベルの時

間依存性． 

B) MEF 細胞に MeHg を 1 時間処理した時のリン酸化 IRE1α レベルの濃度依存

性． 

リン酸化 IRE1αのポジティブコントロールとして，終濃度 10 μM Tg を 10 min 処

理したサンプルを使用した． 

  

A 

B 
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（2）Xbp1 mRNAのスプライシングの検討 

 IREα は細胞質側にキナーゼドメインとリボヌクレアーゼドメインを有し，自

己リン酸化により高次構造が変化するとリボヌクレアーゼ活性が上昇する．活

性型リボヌクレアーゼドメインは基質である Xbp1 mRNA を 2 か所切断し，26

塩基のイントロンを除去する（図 9）45,46． 

 

 

 

 

 

 

 

 

スプライソソーム非依存的にスプライシングされた Xbp1 mRNA は転写因子

XBP1sをコードしており，ERAD関連タンパク質や ERシャペロン分子を発現さ

せる 33)．そこで，Xbp1 mRNA スプライシングに対する MeHg の影響を RT-PCR

法により検討した．MEF 細胞に 1-5 µM の MeHg を 3 時間処理した結果，Xbp1 

mRNAのスプライシングはほとんど観察されなかった（図 10）．このことから，

MeHg は IRE1α-XBP1 経路の活性化を抑制することが示唆された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10 XBP1 mRNAのスプライシングに対する MeHgの影響 

MEF細胞に終濃度 1-5 µMの MeHg を 3時間処理した時の Xbp1 mRNA スプラ

イシング量．Xbp1 mRNA スプライシングのポジティブコントロールとして，

終濃度 5 µMの Tg を 3時間処理したサンプルを使用した．  

図 9 Xbp1 mRNA のスプライシングの概略図 
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3．IRE1αの酵素活性に対するMeHgの影響 

 

3-1 IRE1α変異体におけるリボヌクレアーゼ活性の確認 

 2-3 の結果より，Xbp1 mRNA スプライシングの過程に S-水銀化を受ける標的

タンパク質が存在することが示唆された．IRE1αがリボヌクレアーゼ活性を示す

には細胞質ドメインに含まれるKENドメインが重要である（図 11）．そのため，

KEN ドメインに存在する 2 つの Cys 残基 C931 または C951 が S-水銀化を受け

ることでリボヌクレアーゼ活性が低下し，Xbp1 mRNAスプライシングが抑制さ

れるのではないかと推測した．そこで，C931 または C951 を Ser 残基に置換した

変異体を発現させることで，MeHg 処理下における Xbp1 mRNA スプライシング

の抑制が改善するか否か検討した． 

 

 

 

 

 

 

 

まず，IRE1αに加えて各変異が RNase活性に影響を与えないことを確認した．

IRE1α KO MEF細胞に WT-，C931S-，および C951S-IRE1αを一過性に発現させ

た後，終濃度 5 µMの Tgを 3時間処理した．その後，Xbp1 mRNAのスプライシ

ング量を検討した結果，C931S-IREα および C951S-IRE1αはWT-IRE1αと同程度

の spliced Xbp1 mRNAを産生することがわかった（図 12）． 

 

 

 

 

 

 

図 12 IRE1α変異体におけるリボヌクレアーゼ活性の確認 

IRE1α KO MEF細胞に WT，C931S-，および C951S-IRE1α変異体を導入し，Tg

で ER ストレスを誘起した時の Xbp1 mRNA スプライシング量． 

図 11 IRE1αの構造の模式図 
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3-2 IRE1α変異体のリボヌクレアーゼ活性に対する MeHgの影響 

次に，C931S-，および C951S-IRE1α変異体を発現させることで，MeHg による

Xbp1 mRNAスプライシングの抑制が軽減されるか否か確認した．IRE1α KO MEF

細胞に WT-，C931S-，および C951S-IRE1α を一過性に発現させた後，終濃度 5 

µMの MeHg を 3 時間処理し，Xbp1 mRNA スプライシング量を検討した．その

結果，WT-IRE1α発現細胞では減少していた spliced Xbp1 mRNAが，C931S-IRE1α

発現細胞では顕著に回復することが明らかとなった（図 13）．これは，C951S-

IRE1α発現細胞ではほとんど認められなかった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

   

 

 

 

 

図 13 IRE1α変異体発現時の Xbp1 mRNA 

     スプライシングに対する MeHg の影響 

A) IRE1α KO MEF細胞に WT，C931S-，および C951S-IRE1αを導入し，終濃度

5 µM MeHg を 3時間処理した時の Xbp1 mRNAスプライシングレベル．Xbp1 

mRNA スプライシングのポジティブコントロールとして，終濃度 5 µMの Tg

を 3時間処理したサンプルを使用した． 

B) RT-PCRより得られた spliced Xbp1 およびβ-actin mRNAのバンドを定量化し

たもの．定量値は平均値±SEMを示す． 

n=3, ***: p<0.001 by one-way ANOVA with Bonferroni’s post hoc test． 

 

A 

B 
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4．MeHg誘導性細胞死の抑制 

 

4-1 MeHg誘導性細胞死に対する IRE1α-XBP1 経路の影響 

3-2の結果より，MeHgは IRE1αのリボヌクレアーゼ活性を抑制し，Xbp1 mRNA

のスプライシングを低下させることで，IRE1α経路の活性化を阻害することが示

唆された．IRE1α 経路の阻害は，BiP や PDI などの分子シャペロンや ERAD 関

連分子の転写誘導抑制を招くことから，ERストレスに対する細胞死抵抗性の消

失が推定される（図 14）．そこで，MeHg 誘導性細胞死が IRE1α経路の活性化に

よって軽減されるか否か検討した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IRE1α KO MEF細胞に WT-，C931S-，および C951S-IRE1αを一過性に発現さ

せた後，終濃度 3 µM MeHg を 12時間処理し，Hoechst 染色を行った．蛍光顕微

鏡観察像を ImageJ で解析し，細胞生存率を算出した．その結果，WT-IRE1α 発

現細胞と比較して，C931S-IRE1α 発現細胞では MeHg 誘導性細胞死が抑制され

ることが明らかとなった（図 15A，B）．また，この MeHg 誘導性細胞死の抑制

は，C951S-IRE1α 発現細胞では認められなかった．このことから，IRE1α-XBP1

経路の抑制が MeHg の毒性発現に関与することが示唆された． 

 

 

図 14 予想されるMeHgと IRE1α-XBP1 経路の関係性 
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図 15 MeHg誘導性細胞死に対する IRE1α変異体発現の影響 

A) IRE1α KO MEF細胞に WT-，C931S-，C951S-IRE1αを発現させた後，終濃度

3 µMのMeHgを 12時間処理した時の明視野観察像とHoechst染色像．Hoechst

染色像内の矢印は核の凝集したアポトーシス細胞を示す．スケールバーは 50 

µm を示す． 

B) MeHg を 12時間処理した各細胞の細胞生存率を定量化したもの．定量値は

平均値±SEMを示す． 

n=3, **: p<0.01, ***: p<0.001, by one-way ANOVA with Bonferroni’s post hoc test. 

NS: not significant. 

 

 

A 
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4-2 MeHg誘導性細胞死に対する PERK 経路の影響 

  PERKおよび ATF6経路の活性化はアポトーシス誘導因子 CHOPの転写誘導

を介して，アポトーシスを惹起する（図 16）．そこで，MeHg 誘導性細胞死が

PERK経路の阻害によって緩和されるか否か検討した． 

- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PERK阻害薬として，PERKの自己リン酸化を抑制するGSK2606414を用いた．

MEF細胞に 2-10 µMの GSK2606414 を 1時間前処理した後，終濃度 2 µM MeHg

を 12時間処理し，Hoechst 染色を行った．蛍光顕微鏡観察像を ImageJで解析し，

細胞生存率を算出した．その結果，MeHg により減少した生存率が，GSK2606414

処理濃度依存的に有意に回復することが判明した（図 17A，B）．このことから，

PERK経路を抑制することで MeHg 毒性が軽減されることが示唆された． 

 

 

 

 

 

 

図 16 予想されるMeHgと PERKおよび ATF6経路の関係性 
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図 17 MeHg誘導性細胞死に対する PERK 阻害薬の影響 

A) MEF細胞に 0-5 µMの PERK阻害薬 GSK2606414 を 1時間前処理した後，終

濃度 2 µMのMeHg を 12 時間処理した時の明視野観察像と Hoechst 染色像．

Hoechst 染色像内の矢印は核の凝集したアポトーシス細胞を示す．スケール

バーは 50 µm を示す． 

B) MeHg を 12時間処理した各細胞の細胞生存率を定量化したもの．定量値は平

均値±SEMを示す． 

n=3, **: p<0.01, ***: p<0.001, by one-way ANOVA with Bonferroni’s post hoc test. 
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考察 

1．MeHgによる細胞死惹起 

MEF 細胞における MeHg 誘導性細胞死および ER ストレス惹起を確認するた

めに，Hoechst 染色および RT-PCR法による遺伝子発現解析を行った．その結果，

MeHg 処理 12 時間および 24 時間において濃度依存的な細胞生存率の減少が確

認された（図 4）．また，MeHg 処理 3-6時間において ER ストレスマーカー Chop 

mRNA の増加が認められた（図 5A）．MeHg 処理 12 時間における Chop および

Bip mRNA の減少は，死細胞が多く観察されたことに起因すると考えられる．

MeHg 処理 3時間においては，MeHg 処理濃度依存的な Chop mRNAの増加も確

認された（図 5B）．これらの結果から，MEF細胞においても MeHg 処理によっ

て細胞死誘導および ER ストレス惹起が認められることが判明した． 

 

序章で述べたように，MeHg による毒性発揮には酸化ストレスが関与すること

が示唆されている 13．これはマンガン SOD（Mn-SOD），Glutathione peroxidase 1

（GPx1）および GSH などの抗酸化タンパク質の S-水銀化に起因すると考えら

れている 15,16,47．また，MeHg は酸化ストレスを惹起した後，ERストレスを誘導

することで細胞死を誘導することが示唆されている 43,48．そのため，MeHg によ

る ER ストレス惹起は細胞死が観察される直前に生じる可能性がある．本実験結

果では，比較的早期から Chop mRNAの増加が認められた（図 5A）．この ERス

トレス惹起のタイミングの差は，用いた細胞種，および MeHg の設定濃度など

の違いに起因すると考えられる． 

 

MeHg による ERストレス発生メカニズムとしては，当研究室で明らかにして

いる PDI の S-水銀化に起因したミスフォールドタンパク質の増加が挙げられる

19．また，前述のように Mn-SOD1 や GPx1 の S-水銀化に伴う酸化ストレス惹起

も ER ストレス発生に関与することが推定される 16,47．さらに，MeHg は ER 膜

上に存在する Ca2+-ATPaseの阻害による Ca2+恒常性異常も ERストレスの引き金

となりうる 17．加えて，合成された未成熟タンパク質の S-水銀化によって分子

内ジスルフィド結合形成が阻害され，ミスフォールドタンパク質が増加するこ

とで ER ストレスを惹起する可能性も考えられる．これらの複合的な要因によ

り，MeHg は細胞に ER ストレスを誘導することが推測される（図 18）． 
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興味深いことに，MeHg 曝露によって Chop mRNAは増加したものの，Bip 

mRNAレベルはほとんど変わらなかった（図 5）．序章で述べたように，Chop 

mRNAの誘導には ATF4 および切断型 ATF6 である p50が関与することが知ら

れている 27．一方で，Bip mRNAの誘導には p50および XBP1sが関与するとさ

れている 33．したがって，Bip mRNAの転写異常は ATF6経路または IRE1α経

路に何らかの異常が生じたことを示唆すると考えられる． 

 

 

2．各小胞体ストレスセンサーに対する MeHg の影響 

MeHg による ERストレス惹起が確認されたため，次に UPR各経路の活性化

を検討した．その結果，MeHg 処理時間および濃度依存的なリン酸化 PERKお

よびリン酸化 eIF2αの増加が認められた（図 6）．また，MeHg 処理時間依存的

な p50 の増加も認められた（図 7）．これらの結果から，MeHg によって PERK

経路および ATF6 経路が活性化していることが示唆された．本研究では，ATF6

経路の活性化を検討する際，SH-SY5Y細胞を使用した．その理由としては，ウ

ェスタンブロット解析に用いた抗 ATF6 抗体がマウスに交差性がなかったため

である．IRE1αに関しても，MeHg 処理時間および処理濃度依存的な自己リン

酸化亢進が認められた（図 8）．しかしながら，IRE1αのリン酸化が確認された

MeHg 処理条件下において，Xbp1 mRNAのスプライシングはほとんど観察され

図 18 想定されるMeHgによる ERストレス惹起機構 
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なかった（図 10）．このことから，MeHg は IRE1αのリン酸化を亢進させるも

のの，Xbp1 mRNAのスプライシングを阻害することで IRE1α経路の活性化を

抑制することが示唆された． 

 

IRE1αの細胞質部位は N末端側のキナーゼドメインと，C末端側の KENド

メインから構成されている 49．IRE1αのリボヌクレアーゼ触媒部位は，酵母で

は KENドメインにある４つの残基（Y1043，R1056，N1057，H1061）付近に位

置すると考えられている 50．ヒト IRE1αの細胞質部位は酵母の IRE1αと非常に

相同性が高く，酵母と同様に KENドメインがリボヌクレアーゼ触媒活性部位

であると推定される．IRE1αは分子内に 15個の Cys残基を有しており，この

うち，KENドメインには 2つの Cys 残基（C931，C951）が存在する．当研究

室ではこれまでに，MeHg 同様に親電子物質である一酸化窒素（NO）によって

IRE1αの C931 および C951 が酸化修飾（S-ニトロシル化）を受け，リボヌクレ

アーゼ活性が低下することを明らかにしている 51．このことから，IRE1αの

C931 および C951 が S-水銀化を受けることで IRE1αのリボヌクレアーゼ活性が

低下するのではないかと推測した． 

 

 

3．IRE1αの酵素活性に対するMeHgの影響 

IRE1αのC931およびC951をセリン残基に置換した変異体 IRE1αを発現させ，

MeHg 処理下における Xbp1 mRNAスプライシングレベルを検討した．まず，各

変異を加えることで IRE1α のリボヌクレアーゼ活性が変化するのか否か確認し

た結果，C931S および C951S 変異体は WT とほとんど変わらない活性を示すこ

とが判明した（図 12）．また，MeHg 処理下では C931S-IRE1α 発現細胞のみ，

spliced Xbp1 mRNAレベルの回復が認められた（図 13）．つまり，MeHg は IRE1α

の C931 を S-水銀化することでリボヌクレアーゼ活性を低下させることが示唆

された． 

 

 タンパク質 Cys 残基チオール基はジスルフィド結合形成の他，S-水銀化やス

ルフェン酸化，S-ニトロシル化などの酸化修飾を受ける．チオール基のスルフェ

ン化は，脱アセチル化酵素 SIRT6 の脱アセチル化活性を低下させ，解糖系の促
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進に寄与することや 52，IREα の ER ストレスに対する応答性をブロックし，抗

酸化応答の促進に寄与するなど 53，タンパク質の機能変化を引き起こすことが

報告されている．また，当研究室ではこれまでに PDI が S-ニトロシル化を受け

ることで酵素活性が低下し，ミスフォールドタンパク質の蓄積を誘導すること

を明らかにしている 54．一方，パーキンソン病のリスクファクターでもある

Parkin の S-ニトロシル化はユビキチンリガーゼ活性を上昇させることで，ミト

コンドリアの分解を促進するという報告がある 55．このようにチオール基への

酸化修飾には，酵素活性を上昇および低下させるものや，機能変化を惹起するも

のがある．しかし，S-水銀化に関しては，これまで報告されている全ての S-水銀

化タンパク質で機能および酵素活性が低下することが報告されている 15,16,19,47．

本研究より，IREαの S-水銀化も酵素活性低下に寄与することが推定された． 

 

NO は，IRE1α の C931 および C951 を S-ニトロシル化することでリボヌクレ

アーゼ活性を低下させるが，キナーゼ活性には影響を与えないことが示されて

いる 51,56．本研究では C931S-IRE1α変異体を発現させた細胞のみ，MeHg による

Xbp1 mRNAのスプライシング抑制から回復することが判明したため，MeHg 処

理下において IRE1α がリボヌクレアーゼ活性を示すには C931 が重要であるこ

とが示唆された．タンパク質の S-ニトロシル化は Biotin-switch 法によって生化

学的に検出可能であるが 57，タンパク質の S-水銀化を特異的に検出する手法は

乏しい．そのため，実際に IRE1αの C931 が S-水銀化されているか否かは，本研

究において確認できていない．IRE1αの S-水銀化を検出することは，今後の検討

課題の一つである．加えて，IREαの C931 および C951 の生理的意義に関しても

ほとんど報告がないため，その機能を解明することは非常に重要である．  

 

IRE1αの構造は既に解明されているため 58，タンパク質構造解析ソフトウェア

CueMol2 を用いて，IRE1α の細胞質ドメインにおける C931 および C951 のチオ

ール基の配置を確認したところ，C931 のチオール基は分子表面に露出し，C951

のチオール基は分子内に埋没していることが判明した（図 19A，B）．さらに，

IRE1α細胞質ドメインにおける静電ポテンシャルマップを作製したところ，C931

周辺の電子密度が高いことがわかった（図 19C）．従って，IRE1α の C931 周辺

は MeHg や NO のような親電子性物質が接近しやすい環境である可能性が推定



44 

 

された． 

 

 

 

A） ダイマー化した IRE1α 細胞質ドメインの 3D 画像．点線は IRE1α モノマー

の境界を示す．上部青色の領域は膜貫通領域を表す．赤丸で囲った領域は左

から C951，C931 の位置を強調したものであり，緑色は硫黄原子，赤色は酸

素原子，青色は窒素原子を表す． 

B） ダイマー化した IRE1α 細胞質ドメインの分子表面を表したもの．黄丸で囲

った領域は左から C951，C931 の位置を強調したもの． 

C） ダイマー化した IRE1α 細胞質ドメインの静電ポテンシャルマップ．赤色領

域は電子密度が高く，青色領域は電子密度が低い領域を意味する． 

 

 

4．MeHg誘導性細胞死の抑制 

 MeHg 誘導性細胞死に対する IRE1α-XBP1 経路の影響を検討するために，

C931S-，および C951S-IRE1α 変異体を発現させた細胞における細胞生存率を評

価した．その結果，C931S-IRE1α発現細胞において，MeHg 誘導性細胞死が軽減

することが判明した（図 15）．C931S-IRE1α 発現細胞では MeHg 処理条件下に

おいても，Xbp1 mRNAスプライシングの亢進が確認されている（図 13）．これ

らの結果から，MeHg 処理条件下においても，Xbp1 mRNAのスプライシングを

亢進させることでMeHg 毒性が軽減されることが示唆された． 

 

本研究では，IRE1αのリボヌクレアーゼ活性が果たす機能として，Xbp1 mRNA

A B C 

図 19 ホモダイマーを形成する IRE1α細胞質ドメインの構造 
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のスプライシングに着目したが，IRE1αにはそのリボヌクレアーゼ活性を活用す

る RIDD という遺伝子発現制御機構も存在する 36．RIDD はオリゴマー化した

IRE1α が分泌タンパク質や膜タンパク質をコードする mRNA を細胞質側で切断

し，その発現を抑制する機構である．近年，RIDD は mRNA のみならず，miR-

17，miR-34a，miR-96，miR-125b などの miRNAも選択的に切断することが報告

されている 59．これらの miRNAはカスパーゼ 2の発現制御に関わるため，RIDD

により切断されるとカスパーゼ経路が活性化し，アポトーシスが誘導されるこ

とが示唆されている 60．このように，RIDDは細胞死を促進する一方で，IRE1α-

XBP1 経路は細胞生存へと働くため，IRE1αのリボヌクレアーゼ活性には，ERス

トレスに対して細胞の生死を選択するスイッチング機能があると考えられてい

る．しかしながら，そのスイッチングメカニズムは未だ完全には理解されていな

い．そのため，IRE1α の C931 および C951 における酸化修飾は IRE1α の基質特

異性を変化させることで RIDD を活性化している可能性も考えられる．今後は

MeHg 処理条件下における XBP1s 下流遺伝子の発現量および RIDD の基質とな

る mRNAまたは miRNA レベルの変化などについても解析を行う必要がある． 

 

また，ERストレス下において IRE1αはキナーゼドメインを介してアダプター

分子 TNF receptor-associated factor 2（TRAF2）と結合し，apoptosis signal-regulating 

kinase（ASK1）および c-Jun N-terminal kinase（JNK）を活性化させることでアポ

トーシスを誘導することが報告されている 61．ストレス応答性 MAPK 経路に属

する ASK1 は定常状態では抗酸化タンパク質チオレドキシン（Trx）と複合体を

形成し，不活性化している．一方，酸化ストレス条件下では Trx が酸化されるこ

とで ASK1 が遊離し，活性化した ASK１がアポトーシスを誘導することが知ら

れている 62．実際，MeHg により増加した ROS は ASK1 の活性化を惹起し，細

胞死を誘導することが示唆されている 48．さらに，興味深いことに XBP1 をノッ

クダウンすると IRE1α-TRAF2-ASK1経路が活性化することが報告されている 63．

これらの知見から，MeHg による IRE1α-XBP1 経路抑制は ASK1 を介して JNK

経路を活性化し，細胞死を促進することが推定された． 

 

前述の通り，IRE1α は NO によって C931 および C951 が修飾を受けることが

知られている 51,56．当研究室ではこれまでに，C931S-IRE1α変異体を発現させる
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ことで NO依存的な細胞死が軽減されることを明らかにしている 51．この時，非

ストレス条件下における IRE1α KO MEF 細胞と各 IRE1α を導入した IRE1α KO 

MEF細胞との間で細胞生存率に違いは見受けられなかった．したがって，MeHg

に限らず C931 を酸化修飾する化学物質に対し，C931S-IRE1αを発現することで

細胞死抵抗性が付与されることが示唆された．一方，酸化ストレッサーである亜

ヒ酸を処理すると，IRE1α における C931 とは異なる Cys の酸化修飾を介して，

抗酸化ストレス応答が活性化することが報告されている 53．亜ヒ酸処理下にお

いて，リン酸化 IRE1αおよび XBP1s の発現増加はほとんど認められなかったこ

とから，IRE1αはスルフェン酸化されることで，IRE1α-XBP1経路の活性化が抑

制されることが示唆された．したがって，IRE1αのリン酸化の有無および酸化修

飾部位の違いから，MeHg と酸化ストレッサーでは IRE1α の応答性に違いがあ

ることが推定された． 

 

続いて，MeHg 誘導性細胞死に対する PERK 経路の影響を検討するために，

PERK 阻害薬 GSK2606414 を用いて細胞生存率を評価した．その結果，

GSK2606414 を前処理することで，MeHg 誘導性細胞死が抑制されることが明ら

かとなった（図 17）．これまでの結果と合わせると，MeHg は細胞に ERストレ

スを誘導し，PERK 経路を活性化させることでアポトーシス誘導因子 CHOP の

転写誘導を促進し，細胞死を惹起する可能性が推定された． 

 

GSK2606414 は PERKの自己リン酸化を特異的に抑制する化合物であり，膵臓

がんを標的とした抗腫瘍薬としての側面を持つ 64．癌細胞は，腫瘍内の低酸素や

低グルコースなどの微小環境に適応するために UPR を活用することが知られて

おり 65，GSK2606414 は癌細胞の ER ストレスへの適応力を阻害することで細胞

死を誘導し，抗腫瘍効果を示す．このように，PERK阻害薬は癌細胞の生存に対

して負に働くことが示されている．本研究では，GSK2606414 処理により MeHg

誘導性細胞死が抑制されたことから，PERK阻害薬に細胞保護的なポテンシャル

があることが初めて明らかとなった．PERK 阻害薬により MeHg 誘導性細胞死

が抑制されるという表現型は得られたが，その分子メカニズムについて詳細を

明らかにする必要がある． 
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 UPR において PERK 同様，CHOP の転写誘導を介してアポトーシスを誘導す

る ATF6 経路についても阻害薬を用いた検討は行ったが，MeHg 誘導性細胞死の

抑制傾向は認められなかった．ATF6 阻害薬には不可逆的セリンプロテアーゼ阻

害薬 AEBSF（4-(2-Aminoethyl) benzenesulfonylfluoride）を用いたため，ATF6の限

定分解だけでなく種々のプロテアーゼ活性を抑制し，細胞毒性が現れたと考え

ている．今後は ATF6 のノックダウンなどの他の手法を用いることで ATF6 経路

の活性化がMeHg 誘導性細胞死に及ぼす影響について解析する必要がある． 
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第 2 章 

MeHg 誘導性 ER ストレスの組織・細胞特異性 

目的 

ここまでの検討から，MeHg による神経細胞死惹起には UPR が関与すること

が示唆された．ここで，MeHg による ER ストレス惹起および UPR の活性化は

動物レベルでも認められるのか，また，MeHg 誘導性 ERストレスに組織・細胞

特異性は存在するのか，という疑問が生じた．そこで，これらの課題を解明する

ために動物レベルでの検討を進めた． 

解析には，XBP1と Luciferase（LUC）または改変型 Green fluorescence protein 

（GFP）である Venus といったインジケーターとの融合タンパク質をコードす

る ER stress-activated indicator（ERAI）遺伝子を全身に発現させたトランスジェ

ニック（Tg）マウスを用いた（図 20）66．定常状態では Xbp1 mRNAのスプラ

イシングが生じないため，ERAI 遺伝子はイントロンを含む不活性な状態で発現

し，速やかに分解される．一方，ERストレス下では Xbp1 mRNAのスプライシ

ングが生じ，フレームシフトが発生した結果，インジケーターとの融合タンパ

ク質が発現する．このインジケーターのシグナルを検出することで生体内 ER

ストレス惹起を観察することができる．本マウスを用いて，MeHg 投与による

ERストレス発生部位および IRE1α-XBP1経路の活性化状態を評価した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 20 ERAI Tg マウスの概略図 
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実験方法 

1．実験動物 

金沢医科大学 総合医学研究所 岩脇 隆夫 教授よりご恵与いただいた雄性

ERAI-LUC Tg マウスおよび雄性 ERAI-Venus Tg マウスを使用した 66,67．これら

のマウスは C57BL/6 を遺伝的バックグラウンドとする． 

ERAI-LUC Tg マウスは金沢医科大学 総合医学研究所の動物実験施設におい

てコンベンショナル環境下，23±3 ℃，湿度 50±10％，明暗周期 12時間（午前

8時～午後 8時まで照明下）で飼育した．飼育および実験期間中，食餌や飲水は

自由に行わせた．ERAI-LUC Tg マウスを用いた動物実験は，金沢医科大学の動

物実験委員会より承認を得ており（承認番号：2017-51），その規定に基づき実施

した． 

ERAI-Venus Tg マウスは国立水俣病総合研究センター 基礎研究部 藤村 成

剛 部長のご協力の下，当研究所の動物実験施設においてコンベンショナル条件

下，23±2 ℃，湿度 50±5％，明暗周期 12 時間（午前 6 時～午後 6 時まで照明

下）で飼育した．各投与群 5～6匹ずつ用意し，飼育および実験期間中，食餌や

飲水は自由に行わせた． ERAI-Venus Tg マウスを用いた動物実験は，国立水俣

病総合研究センターの動物実験委員会より承認を得ており（承認番号：310207），

その規定に基づき実施した． 

 

 

2．Genotyping 

(1) DNA抽出 

雄性 ERAI-Venus Tg マウスと日本クレア社より購入した雌性 C57BL6N/Jc1 マ

ウス（9週齢）を交配させ，妊娠・出産させた．得られた雄性子マウス（3週齢）

の尾の先端を 1mm 程切断し，回収した．回収した尾組織を Tail lysis buffer : 

Proteinase K = 49 : 1 となるように調製した溶解液 400 µL に浸し，55 ℃, 4時間

インキュベートした．溶解液に Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol（25:24:1）を 400 

µL 加え，ボルテックスした後（30分間），12,000 ×g，4 ℃，5分間遠心分離し，

DNAが含まれる上清を新しいチューブに移した．2-Propanol を 300 µL 加えてボ

ルテックスした後（5 分間），12,000 ×g，4 ℃，15分間遠心分離し，上清を除去

した．70 % ethanol を 1 mL 加えて，12,000 ×g，4 ℃，15分間遠心分離して上清
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を除去し，室温で 5分間風乾した．ペレットが完全に乾く前に 20 µL の TE (pH 

8.0) buffer に溶解させた． 

 

(2) PCR 

以下の試薬をサンプル数分調製し，分注した． 

ddH2O 6.7 µL 

Forward primer (20 pmol) 0.1 µL 

Reverse primer (20 pmol) 0.1 µL 

10× Ex Taq buffer 1.0 µL 

dNTP MIX         1.0 µL 

Ex Taq 0.1 µL 

total                  9.0 µL 

上記試薬の混合液に DNA 1 µL（1 µg）を加え，ピペッティングし，スピンダ

ウンした後，Thermal Cycler を用いて PCRを行った．PCR産物に 6× Loading buffer 

Triple Dye を 2 µL 加えたものを 1.5 %アガロースゲル（EtBr 含有）に 10 µL/lane

でアプライし，1×TAE Buffer 中，100 Vで 20分間電気泳動した．泳動後，ChemiDoc 

Touch イメージングシステム（Bio-Rad）で DNAバンドを検出した．primerとサ

イクル条件は以下の通りである（表 4）． 

 

表 4．Primerおよびサイクル条件 

PCR 産物の泳動結果より，計 41 匹の雄性 ERAI-Venus Tg マウスが得られた． 

 

 

3．試薬投与 

(1) MeHg の単回皮下投与 

Methylmercury Chloride（東京化成，M0589）100 mgを DMSO 200 µL で溶解し

た後（500 mg/mL），生理食塩水で 100倍希釈し，10 週齢の雄性 ERAI-LUC Tg マ

遺伝子 Primer (F:forward R:reverse) サイクル条件 産物長 

ERAI-

Venus 

F gaa cca gga gtt aag aga gc 
96 ℃, 3 min 

(96 ℃, 15 sec / 58 ℃, 15 sec / 72 ℃, 1 min)×25 

72 ℃, 10 min ➡ 4℃, ∞  

 

240 bp 

 R gaa cag ctc gcc ctt gc 
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ウスに終濃度 25 mg/kg となるように皮下投与した．コントロール群には，MeHg

と等量の DMSO を懸濁した生理食塩水を投与した（DMSO のマウス経皮吸収

LD50の 0.5 ％相当）． 

 

(2) MeHg の反復皮下投与 

Methylmercury Chloride（東京化成，M0589）100 mgを DMSO 200 µL で溶解し

た後（500 mg/mL），生理食塩水で 500倍希釈し，10 週齢の雄性 ERAI-LUC Tg マ

ウスに終濃度 10 mg/kg/day となるように皮下投与した．コントロール群には，

MeHg と等量の DMSO を懸濁した生理食塩水を投与した（DMSO のマウス経皮

吸収 LD50の 0.04 ％相当）． 

 

(3) Tunicamycin の単回腹腔内投与 

Tunicamycin（Sigma Aldrich, T7765）5 mgを DMSO 1 mLで溶解した後（5 mg/mL）， 

生理食塩水で 100 倍希釈し，10 週齢の雄性 ERAI-LUC Tg マウスに終濃度 0.5 

mg/kg となるように腹腔内投与した． 

 

(4) MeHg の飲水投与 

Methylmercury Chloride（東京化成，M0589）75 mg と還元型 GSH（富士フィル

ム和光純薬, 073-02013）95 mg（MeHg と等モル）を 2 L の milliQに溶解させ，

終濃度 30 ppm MeHg を含む飲水を調製した．調製した飲水は給水ボトルに入れ，

7 週齢の雄性 ERAI-Venus Tg マウスに自由摂取させた．コントロール群には，

MeHg投与群と等量の還元型 GSHを milliQに溶解させた終濃度 47.5 ppmの飲水

を投与した． 

 

 

4．In vivoおよび ex vivo イメージング 

発光基質 D-Luciferin（住商ファーマインターナショナル, XLF-1）1 gを生理食

塩水 67 mL で溶解した後（15 mg/mL），ERAI-LUC Tg マウスに終濃度 0.15 mg/kg

となるように腹腔内投与した．投与 5 分後，イソフルランを満たした麻酔チャ

ンバーにマウスを移し，さらに 5 分間静置した．D-Luciferin 投与から合計 10 分

経過した後，IVIS Lumina XRMS Series Ⅲ（Perkin Elmer）を用いて解析した． 
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麻酔下での全身イメージング後，マウスを開胸し，心採血により屠殺した．そ

の後，脳，心臓，肝臓，腎臓，膵臓および筋肉などの組織を外科的に取り出した．

取り出した臓器は PBSで軽く wash した後，PBSで終濃度 0.3 mg/mL に調製した

D-Luciferin溶液に浸し，IVIS Lumina XRMS Series Ⅲを用いて解析した．In vivo

および ex vivo イメージングのどちらにおいても 1 サンプル当たり 60 秒間測定

し，累積した発光シグナルを検出した． 

 

 

5．蓄積した水銀量測定 

(1) 臓器重量で補正した蓄積水銀量（ERAI-Venus Tg マウス） 

30 ppm MeHg を飲水投与した ERAI-Venus Tg マウスをイソフルラン（ファイ

ザー）麻酔下で開胸し，心採血により屠殺した．生理食塩水で十分に灌流した後，

脳，心臓，肝臓，腎臓などの臓器を摘出した．脳組織に関しては，大脳皮質，小

脳，海馬，線条体に部位分けした．摘出した臓器に対して臓器重量の 19倍量と

なる 5 Nの水酸化ナトリウム（NaOH）を添加し，70 ℃，30分間インキュベー

トする．溶解した臓器は 5 Nの塩酸（HCl）で中和し，MA-2000（日本インスツ

ルメンツ）による加熱気化法によって総水銀量を測定した．この時，既知濃度の

水銀含有溶液から得られた測定値を基に検量線を作成し，未知試料の水銀量を

算出した． 

 

(2) タンパク質量で補正した蓄積水銀量（ERAI-Venus Tg マウス） 

上記 4-(1)と同様に解剖後，大脳皮質を摘出した．摘出した大脳皮質に対して

300 µL の Radioimmunoprecipitation（RIPA）buffer を加え， 超音波ホモジナイザ

ー（TAITEC）によって氷上で組織を破砕し，溶解液を調製した．RIPA buffer の

組成は以下の通りである． 
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RIPA buffer：    50 mM Tris-HCl (pH7.5) 

150 mM NaCl 

                   1 v/v% Triton-X 100 

                   0.5 w/v% Sodium Deoxycholate 

                   0.1 w/v% SDS 

                   1× Protease Inhibitor   

 

組織溶解液は 20,400 ×g，4 ℃，10 分間遠心分離した後，上清を新しい 1.5 mL

チューブへ移した．その後，Bicinchoninic acid（BCA）protein assay kit（TaKaRa, 

T9300A）を用いて，タンパク質量を定量した．具体的には，BCA Reagent A：BCA 

Reagent B＝100：1 （Total 200 µL）となるように試薬の混合液を調製し，10 µL

の組織溶解液と 96-well plate 上で 37 ℃，30 分間反応させた後，540 nm の吸光

度を測定した．この時，既知濃度の BSA溶液から得られた測定値を基に検量線

を作成し，未知試料のタンパク質濃度を算出した．測定値を基に 1.3 µg/µLとな

るようにタンパク質濃度を調整し，組織溶解液 100 µL をMA-2000 に供し，総水

銀量を定量した． 

 

(3) タンパク質量で補正した蓄積水銀量（MEF細胞） 

MEF細胞を翌日に 70 ％ confluent となるように 12-well dish に播種し，培養

した．その後，終濃度 1 µMまたは 5 µMとなるように MeHg を 50 µL のフレッ

シュな培地に懸濁した後，培養上清に添加した．コントロール群には，MeHg と

等量の DMSOを懸濁した培地を添加した（終濃度 0.05%）．MeHg 処理から 1時

間または 3時間経過後に培地を除去し，PBS wash した後，RIPA buffer を用いて

細胞溶解液を調製した．4-(2)と同様に遠心分離した後，BCA protein assay kit に

よりタンパク質量を測定し，0.2 µg/µLとなるようにタンパク質濃度を調整した．

調製した細胞溶解液 50 µL を MA-2000 に供し，総水銀量を定量した． 

 

 

6．免疫組織染色 

4-(1)と同様に，30 ppm MeHg を飲水投与したERAI-Venus Tgマウスを解剖し，

脳を摘出後，剃刀で右脳・左脳に分けた．左脳を 4 ％ パラホルムアルデヒド
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（PFA）溶液に浸し，固定化を行った．4 % PFA溶液の組成は以下の通りである． 

 

    4 % PFA溶液:        4 w/v% PFA  

                        160 mM Na2HPO4・12H2O 

            42 mM NaH2PO4・2H2O 

 

ホルマリン固定した脳組織はバイオ病理研究所にパラフィン包埋を外注した．

ホルマリン固定パラフィン包埋脳組織は回転式ミクロトーム（Leica）を用いて

5 µm のコロナル切片を作製した．得られた脳切片は 100 % キシレンで 5分間 × 

2 回インキュベートし，脱パラフィン処理を行った．その後，100 %，90 %，80 %，

70 % のエタノールでそれぞれ 5分間インキュベートし，脱キシレン処理を行っ

た．切片は流水で 10 分間洗浄した後，milliQで親水化した．その後，1×に希釈

した Citrate buffer pH 6.0（Genemed Biotechnologies，10-0020）に浸し，600 W, 20

分間電子レンジで煮沸し，抗原賦活化処理を行った．30 分間室温にて冷ました

後，PBS-Tween（0.1 v/v%）に 10分間，室温にてインキュベートすることで浸透

化処理を行った．PBSで 3 回 wash した後，使用する抗体の動物種に応じて以下

のように進めた． 

 

(1) マウス由来の一次抗体を用いた免疫組織染色 

M.O.M. immunodetection kit（VECTOR，FMK-2201）を用いた．まず，1 サン

プル当たり M.O.M. Blocking Reagent 6 µL を 144 µL PBSと混和し，全量切片に添

加した．室温で 1 時間インキュベートした後，PBS で 3 回 wash した．次に，

M.O.M. Protein Concentrate 12 µL，PBS 138 µL および適切な量の一次抗体を混和

し，全量切片に添加した．室温で 30 分間インキュベートした後，PBS で 3 回

wash した．次に，M.O.M. Protein Concentrate 12 µL，PBS 138 µL および M.O.M. 

Biotinylated Anti-Mouse IgG 0.6 µL を混和し，全量切片に添加した．室温で 10 分

間インキュベートした後，PBS で 3 回 wash した．次に Avidin DCS Fluorescein 

2.4 µL を 147.6 µL の PBSと混和し，全量切片に添加した．遮光条件下，室温で

5 分間インキュベートした後，PBS で 3 回 wash した．最後に VECTASHILD 

Vibrance Antifade Mounting with DAPI（VECTOR，H-1800）で切片を封入した． 
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(2) ウサギ由来の一次抗体を用いた免疫組織染色 

まず，PBSで調製した 5 w/v% BSAを切片に添加し，室温で 1時間インキュベ

ートした．その後，PBS で調製した 5 w/v% BSA に適切な量の一次抗体を混和

し，切片に添加した．室温で 1時間インキュベートした後，PBSで 3 回 wash し

た．次にPBSで調製した 5 w/v% BSAにGoat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 594（Thermo 

Fisher Scientific，A-11012）を 200倍希釈となるように混和し，切片に添加した．

遮光条件下，室温で 1 時間インキュベートした後，PBSで 3 回 wash した．最後

に VECTASHILD Vibrance Antifade Mounting with DAPI で切片を封入した． 

 

2 重染色は 1つ目の抗体反応を上述 5-(1)または 5-(2)の方法で実施した後，ブ

ロッキングを行い，上述 5-(1)または 5-(2)の手順に従って 2つ目の抗体反応を行

った．観察領域はMouse Brain Atlasを参考とし 68，蛍光顕微鏡BZ-X810（Keyence）

を用いて大脳皮質各領域の深層部位，線条体，および小脳についてランダムに撮

影した．撮影した画像は Image Jを用いて定量解析を行った．尚，使用したマウ

スおよびウサギ由来の一次抗体の種類や希釈倍率等は以下の通りである（表 5）． 

 

表 5．免疫組織染色で使用した抗体 

抗体 抗原動物種 希釈倍率 

GFP マウス 1:200 

NeuN マウス 1:200 

GFAP マウス 1:100 

CHOP マウス 1:1,000 

Iba1 ウサギ 1:1,000 

HRD1 ウサギ 1:500 

p-IRE1α ウサギ 1:1,200 

p-PERK ウサギ 1:2,000 

 

 

7．TUNEL 染色 

In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red（Sigma Aldrich, 12156792910）を用いて

TUNEL（TdT-mediated dUTP nick end labeling）染色を行った．具体的には，前述

5-(2)で示したように，ERAI-Venus Tgマウスのホルマリン固定パラフィン包埋脳
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切片を脱パラフィン，親水化，抗原賦活化，浸透化，ブロッキングした後，TUNEL

反応液 50 µL を添加した．その後，パラフィルムを切片の上に重ね，37 ℃，1

時間湿式遮光チャンバー内でインキュベートした．PBS で 3 回 wash した後，

VECTASHILD Vibrance Antifade Mounting with DAPI で切片を封入した． 

TUNEL シグナルと他のタンパク質の共染色は，上述の通り TUNEL 染色を実

施した後，前述 5-(1)の手順に従い抗体反応を行った． 

 

 

8．統計処理 

定量値は平均値±SEM で示した．統計解析には GraphPad Prism 8（GraphPad 

Software）を使用した．多重検定の統計的な有意差は one-way ANOVAまたは Two-

way ANOVAにより検定し，事後検定としてDunnett法またはTukey法を用いた．

二群間の比較では Student’s t-test を用いた．統計的有意差は *:p<0.05, **:p<0.01, 

***:p<0.001 で示した．  
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実験結果 

1．ERAI Tgマウスによる MeHg誘導性 ERストレスの検出 

 

1-1 MeHgの単回皮下投与による ERストレス惹起の確認 

まず，ERAI Tgマウスを用いて MeHg誘導性 ERストレスが検出可能か否か確

認した．本検討では ER ストレスの生じた組織の予想を立てるため，インジケー

ターとして Luciferase を組み込んだ ERAI-LUC Tg マウスを用いた．過去に，25 

mg/kg の MeHg を C57BL/6 マウスに皮下投与することで，脳内で神経障害性の

炎症性サイトカインが増加することが報告されている 69．そこで，10 週齢の雄

性 ERAI-LUC Tg マウスに 25 mg/kg の MeHg を単回皮下投与し，ERAI シグナル

の発生の有無を検討した．MeHg の投与 24 時間後に D-Luciferin を投与し，IVIS

イメージングシステムによって発光シグナルを検出した（図 21A）．その結果，

MeHg 投与により，口辺部，胸部，腹部，脚部において ERAI シグナルの発生お

よび増加が認められた（図 21B）．このことから，ERAI-LUC Tg マウスを用いる

ことで MeHg 誘導性 ER ストレスを検出可能であることが示唆された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 21 ERAI-LUC Tg マウスによる MeHg誘導性 ERストレスの検出 

A) MeHg 単回皮下投与のタイムコース． 

B) Control（DMSO）および MeHg の単回皮下投与 24 時間後における ERAI シグ

ナルの検出．シグナルは 60 秒間の測定による累積値を示す． ERAI シグナ

ルのポジティブコントロールとして，終濃度 0.5 mg/kg の Tm（tunicamycin）

を腹腔内投与した後，投与 24時間後にイメージングに供した． 

  

A B 
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1-2 MeHgにより ERAIシグナルの認められた組織の特定 

1-1において解析したマウスをイソフルラン麻酔下で開胸し，心採血によって

屠殺した．その後，脳，心臓，肝臓，腎臓，膵臓，および骨格筋などの組織を摘

出し，D-Luciferin 溶液に浸した状態でイメージングを行った．その結果，脳，心

臓，肝臓，および腎臓において ERAI シグナルの増加が認められた（図 22A）．

また，それぞれの増加率は 1.3倍，1.2 倍，3.6倍，および 1.4倍であった（表 6）．

一方，膵臓や骨格筋などの組織ではコントロール群においても顕著な ERAI シグ

ナルが認められた（図 22B，C）．これらの結果から，MeHg 誘導性 ERストレス

には組織特異性があることが示唆された． 
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図 22 ERAIシグナルの認められた臓器 

A) 25 mg/kg MeHg 単回皮下投与 24 時間後の ERAI-LUC Tg マウスから摘出した

脳，心臓，肝臓，および腎臓における ERAI シグナルの検出．  

B) 膵臓における生理条件下での ERAI シグナル． 

C) 骨格筋における生理条件下での ERAI シグナル． 

それぞれの組織におけるシグナルは 60秒間の測定による累積値を示す． 

 

 

表 6．各組織から得られた ERAIシグナルの相対的定量値 

 

  

A 

B C 
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1-3 MeHgの反復皮下投与による ERストレス惹起の確認 

ここまでの検討より，25 mg/kg の MeHg 単回皮下投与によって生体内 ER ス

トレス惹起が確認された．そこで，次によりマイルドな MeHg 曝露条件下での

ER ストレス惹起を検討した．MeHg による神経障害性の炎症性サイトカイン増

加は 10 mg/kg のMeHg の反復皮下投与によっても観察されることが報告されて

いる 70．そのため，10 週齢の雄性 ERAI-LUC Tg マウスに 10 mg/kg のMeHg を 3

日間反復皮下投与し，ERAI シグナル発生および増加を評価した（図 23A）．そ

の結果，MeHg の反復投与による ERAI シグナルの増加が口辺部において認めら

れた（図 23B）．また，同マウスをイソフルラン麻酔下で解剖した後，脳，心臓，

肝臓，および腎臓における ERAI シグナルの有無を検討した．その結果，MeHg

の反復投与によって脳，心臓において ERAI シグナルの発生および増加が認めら

れた（図 23C）．興味深いことに，本投与条件下では肝臓および腎臓における

ERAI シグナルはほとんど観察されなかった．また，マウス脳内における ER ス

トレス発生部位の予想を立てるため，同マウスより摘出した脳をコロナル断面

で 4 つに細分化した（図 23D）．細分化した脳切片を ex vivo においてイメージ

ングに供した結果，MeHg を投与したマウスの大脳皮質，線条体，および小脳と

推測される領域において ERAI シグナルの発生が認められた（図 23D）． 
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図 23 MeHgの反復投与による ERストレス惹起 

A) MeHg 反復皮下投与のタイムコース 

B) 10 mg/kg のMeHg を 3日間反復投与した際の in vivo イメージング像． 

C) Bのマウスより得られた脳，心臓，肝臓，および腎臓における ERAI シグナ

ルの検出． 

D) Bのマウスより得られた脳をコロナル断面で 4分割した際の ex vivo イメー

ジング像． 

各マウスおよび各組織におけるシグナルは 60秒間の測定による累積値を示

す． 

A B 

C 

D 
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2．MeHg亜急性曝露モデルの使用 

 

ここまでの検討より，ERAI Tgマウスを用いることで生体内 ER ストレス惹

起を検出可能であることが判明した．しかしながら，Luciferase の発光反応は

酸素供給を必要とするため，ERAI-LUC Tg マウスを解剖し，ex vivo で詳細な解

析を進めることは困難である（図 24）． 

 

 

 

 

 

そのため，以後の検討ではインジケーターとして Venusを組み込んだ ERAI-

Venus Tg マウスを使用した．過去の報告から，30 ppm のMeHg を含む飲水を

C57BL/6 マウスに自由摂取させると，投与 8週目に大脳皮質において神経病変

が認められることが明らかとなっている 71．そこで，水俣病病態に類似した神

経病変モデルとして 30 ppm MeHg の飲水投与モデルを採用した．本投与条件下

では 1 日当たりのMeHg 摂取量は 1.5 mg/kg とされている． 

 

 

2-1 ERAI-Venus Tg マウスの応答性の確認 

実験タイムコースは最大投与期間を 6週間とし，図 25Aのように設定し

た．コントロール群には GSH含有飲水を投与開始日から 6週間自由摂取させ

た．まず，MeHg 曝露に対して ERAI-Venus Tgマウスが WT の C57BL/6 マウス

と同様の応答を示すか否か確認するために体重変化を観察した．WT マウスと

して，7週齢の雄性マウスをコントロール群と MeHg 投与群の各 8 匹ずつ用意

した．また，ERAI-Venus Tg マウスとして，7週齢の雄性マウスをコントロー

ル群と MeHg 投与群の各 6匹ずつ用意した．体重測定の結果，6週間の MeHg

投与期間中，ERAI-Venus Tg マウスとWT マウスの体重変化に有意な差は認め

られなかった（図 25B）． 

 

 

  

図 24 Luciferaseによる生物発光の反応式 
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図 25 30 ppm MeHg 飲水投与に対する ERAI-Venus Tg マウスの応答性 

A) MeHg 飲水投与のタイムコース． 

B) WT マウスと ERAI-Venus Tg マウスの体重変化．定量値は平均値±SEMを

示す． 

n=6-8, no significant difference by two-way ANOVA with Tukey’s post hoc test． 
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2-2 MeHgの飲水投与による神経病変の確認 

MeHg 曝露による神経病理変化として，C57BL/6 マウスに 30 ppm のMeHg

を飲水投与することでアストロサイトおよびミクログリアのマーカータンパク

質 Glial fibrillary acidic protein（GFAP）および Ionized calcium binding adaptor 

molecule 1（Iba1）が大脳皮質において増加することが報告されている 71．そこ

で，6 週間MeHg 曝露させた ERAI-Venus Tg マウスの大脳皮質における GFAP

および Iba1 の増加を確認した．MeHg 中毒における主要な症状は体性感覚障害

であるため 72,73，その支配領域である大脳皮質体性感覚野を観察領域として設

定した（図 26A）．ERAI-Venus Tg マウスから脳切片を作製し，GFAPおよび

Iba1 に対する特異的抗体を用いて免疫組織染色を行った．その結果，6週間の

MeHg 飲水投与により GFAPおよび Iba1 を示すシグナルの顕著な増加が認めら

れた（図 26B，C）．これらの結果から，ERAI-Venus Tg マウスは MeHg 曝露に

よって WT マウスと同様の神経病理変化を示すことが示唆された． 
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図 26 30 ppm MeHg 飲水投与による神経病変の確認 

A) Mouse Brain Atlasによって設定した免疫組織染色における観察領域（マウス

大脳皮質体性感覚野）． 

B) 6週間の 30 ppm MeHg 飲水投与による ERAI-Venus Tg マウスの大脳皮質体

性感覚野における GFAPの増加． 

C) 6週間の 30 ppm MeHg 飲水投与による ERAI-Venus Tg マウスの大脳皮質体

性感覚野における Iba1 の増加． 

赤色シグナルはそれぞれ GFAPおよび Iba1，青色シグナルは 4’,6-diamidino-2-

phenylindole（DAPI）を示す．スケールバーはそれぞれ 50 µm を示す． 
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2-3 MeHg飲水投与による神経細胞死誘導の確認 

続いて，30 ppm MeHg の飲水投与による神経細胞死誘導を確認した．ERAI-

Venus Tg マウスの脳切片に対し，神経細胞マーカーである Neuronal nuclei

（NeuN）に対する特異的抗体を用いて免疫組織染色を行った．大脳皮質体性感

覚野を観察した結果，6週間のMeHg 曝露群とコントロール群との間で NeuN

陽性細胞数に有意な差は認められなかった（図 27A）．次に，TUNEL 染色を行

い，MeHg 曝露によってアポトーシスを起こしている細胞が存在するのか否か

確認した．その結果，投与 3週目から TUNEL 陽性細胞が現れ始め，投与 6週

目では有意な増加が認められた（図 27B，C）．これらの結果から，30 ppm 

MeHg 飲水投与により，本投与期間後期では大脳皮質体性感覚野においてアポ

トーシスを起こしている細胞が存在することが明らかとなった． 
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図 27 30 ppm MeHg 飲水投与による細胞死誘導の確認 

A) ERAI-Venus Tg マウスの大脳皮質体性感覚野における NeuN陽性細胞数につ

いて，ImageJを用いて定量化したもの．定量値は平均値±SEMを示す． 

n=5-6, no significant difference by Student’s t-test．NS: nonsignificant． 

B) ERAI-Venus Tg マウスの大脳皮質体性感覚野における TUNEL 陽性細胞数の

経時変化．赤色シグナルは TUNEL，青色シグナルは DAPI を示す．スケー

ルバーは 50 µm を示す． 

C) 大脳皮質体性感覚野における TUNEL 陽性細胞数を定量化したもの．定量値

は平均値±SEMを示す． 

n=5-6, ***: p<0.001 vs 0-week by one-way ANOVA with Dunnett’s post hoc test．  
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2-4 MeHg飲水投与による組織内蓄積水銀量の確認 

本投与条件下において ERAI-Venus Tgマウスの組織中に蓄積した水銀量を測

定した．30 ppm MeHgを飲水投与した ERAI-Venus Tg マウスから大脳皮質，心

臓，肝臓，および腎臓を摘出し，MA-2000によって総水銀量を定量した．その

結果，大脳皮質，心臓，および肝臓では投与 6週目まで時間依存的に蓄積水銀

量が増加していることが判明した（図 28A-C）．また，腎臓においては投与 1

週目から蓄積量がピークに達することが明らかとなった（図 28D）．これらの

結果から，臓器によって蓄積水銀量が大きく異なることが判明した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 28 ERAI-Venus Tg マウスの大脳皮質に含まれる水銀量 

A) 30 ppm MeHg の飲水投与により，ERAI-Venus Tg マウスの大脳皮質中に蓄積

した総水銀量（ppm：組織重量 1g当たりの水銀量（µg））． 

B) A）と同じ投与条件下で心臓に蓄積した総水銀量． 

C) A）と同じ投与条件下で肝臓に蓄積した総水銀量． 

D) A）と同じ投与条件下で腎臓に蓄積した総水銀量． 

定量値は全て平均値±SEMを示す． 

n=5-6, **: p<0.01, ***: p<0.001 vs 0-week by one-way ANOVA with Dunnett’s post 

hoc test  
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2-5 In vitro と in vivoにおける水銀蓄積量の違い 

 MeHg 飲水投与モデルにおける MeHg 曝露量と，培養細胞を用いた実験系に

おける MeHg 曝露量の違いを明らかにするために，各実験系における水銀蓄積

量を測定した．前述 2-1では組織重量 1 g当たりの水銀量（µg）で算出した

が，本項では培養細胞と比較するためにタンパク質 1 g当たりの水銀量（mg）

として算出した．組織サンプルは 30 ppm MeHg を飲水投与した ERAI-Venus Tg

マウスの大脳皮質を用いた．培養細胞サンプルは 1 µMまたは 5 µMのMeHg

を 3時間処理した MEF細胞を用いた．培養細胞における本 MeHg 処理条件

は，第 1章の図 10における Xbp1 mRNA スプライシング抑制が認められた条

件を採用している．それぞれのサンプルに含まれる水銀量を MA-2000 によっ

て定量した結果，それぞれ最大の水銀量を示したサンプル間で約 10倍もの差

があることが判明した（表 6，7）．一方で，培養細胞サンプルにおける 1 µM 

MeHg，3時間処理群は，組織サンプルにおける投与 6週目のMeHg 飲水投与群

と近い値を示すことがわかった． 

 

 

表 7．MeHg処理した MEF細胞に蓄積した総水銀量（mg/g protein） 

 

 

n=3, *: p<0.05, ***: p<0.001 vs control by one-way ANOVA with Bonferroni’s post 

hoc test 

 

 

表 8．MeHg投与した ERAI-Venus Tg マウスの大脳皮質に蓄積した総水銀量 

   （mg/g protein） 

 

 

n=5-6, **: p<0.01, ***: p<0.001 vs 0-week by one-way ANOVA with Dunnett’s post 

hoc test 

  



70 

 

3．MeHg飲水投与モデルにおける ERAIシグナルの検出 

 

3-1 大脳皮質体性感覚野における ERAIシグナルの検出 

過去の細胞レベルおよび動物レベルの研究から，MeHg によって ERストレ

スが誘導されることが明らかになっているものの 19,42,43，細胞死に至るレベル

に達すると ERストレスが検出されるのか，ERストレスが惹起された結果，細

胞死に至るのかは解明されていない．2-3の検討より，本投与条件下では 6週

間MeHg 投与することでアポトーシスが認められることが判明した．そこで，

本投与条件下において，MeHg 誘導性 ERストレスが神経細胞死誘導前に認め

られるのか否か検討した．30 ppm MeHg を飲水投与した ERAI-Venus Tg マウス

の脳切片に対して，Venusを認識する GFP抗体を用いた免疫組織染色を行い，

増強された ERAI シグナルを観察した． 

まず，ERAI-Venusを検出可能か否か確認した．全長型の Xbp1 mRNAを組み

込んだ ERAI 遺伝子は内在性 XBP1 の活性を競合的に阻害することが報告され

ている 66．そこで，DNA結合ドメイン（DBD）を欠失させることで核移行し

ない XBP1ΔDBDの遺伝子配列をコードする ERAI-Venus Tg マウスを使用し

た．実際，MeHg の投与 3週目の脳切片を用いて，大脳皮質体性感覚野を観察

した結果，細胞質において ERAI シグナルが認められた（図 29A）．ERAI-

Venus Tg マウスにおいて ERAI シグナルが検出可能であることが判明したた

め，次に ERAI 陽性細胞数の経時変化を解析した．その結果，ERAI 陽性細胞数

は投与 3週目をピークとして一過性に増加した後，投与 6週目にかけて減少す

ることが明らかとなった（図 29B，C）．このことから，30 ppm MeHg の飲水投

与により大脳皮質体性感覚野において ERストレスが発生していること，およ

び IRE1α-XBP1経路が一過性に活性化していることが判明した． 
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図 29 大脳皮質体性感覚野における MeHg誘導性 ERストレスの検出 

A) MeHg 投与 3週目の大脳皮質体性感覚野において観察された ERAI-Venusの

細胞質での発現．緑色シグナルは ERAI，青色シグナルは DAPI を示す．矢

印は ERAI を細胞質において発現する細胞を示す．スケールバーは 20 µm

を示す． 

B) MeHg 投与により誘導された ERAI シグナルの経時変化．緑色シグナルは

ERAI，青色シグナルは DAPIを示す．スケールバーは 50 µm を示す． 

C) 大脳皮質体性感覚野における ERAI 陽性細胞数を定量化したもの．定量値は

平均値±SEMを示す． 

n=5-6, *: p<0.05 vs 0-week by one-way ANOVA with Dunnett’s post hoc test  
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3-2 他の大脳皮質領域における ERAIシグナルの検出 

水俣病患者の脳内では，小脳，大脳皮質体性感覚野，視覚野，運動野，聴覚

野が障害されることが報告されている 74．ここまでの検討から，MeHg の飲水

投与によって大脳皮質体性感覚野において ERストレス発生が認められること

が判明した．そこで，次に体性感覚野以外の大脳皮質領域（視覚野，聴覚野，

運動野）における ERAI シグナル発生を検討した．30 ppm MeHg を飲水投与し

た ERAI-Venus Tg マウスの脳切片を用いて，免疫組織化学的手法により ERAI

シグナルを増強し，各脳内領域における MeHg 誘導性 ERストレスの発生を確

認した．各観察領域は Mouse Brain Atlas を参考にして設定した（図 30A，B）．

その結果，聴覚野では ERAI 陽性細胞数が投与 1週目をピークとして一過性に

増加した後，投与 6週目にかけて基底レベル以下まで減少傾向を示すことが判

明した（図 30C）．一方，視覚野では投与 6週目のみで ERAI 陽性細胞数の増

加傾向が認められた（図 30D）．また，運動野では投与 6週目まで ERAI 陽性

細胞数の時間依存的な増加傾向が認められた（図 30E）．大脳皮質体性感覚

野，聴覚野，視覚野，運動野における ERAI 陽性細胞数の経時変化をまとめた

結果を図 30Fのように示した．以上より，MeHg によって障害されることが報

告されている大脳皮質体性感覚野，聴覚野，視覚野，運動野において ERスト

レスが発生していることが明らかとなった．また，MeHg 誘導性 ER ストレス

に対する感受性は領域によって異なることが示唆された． 
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図 30 大脳皮質の各領域における ERAI陽性細胞数の経時変化 

A) 設定した観察領域（マウス大脳皮質聴覚野，視覚野）． 

B) 設定した観察領域（マウス大脳皮質運動野）． 

C) 大脳皮質聴覚野における ERAI 陽性細胞数を定量化したもの．定量値は平均

値±SEMを示す． 

D) C) 同様，大脳皮質視覚野における ERAI 陽性細胞数を定量化したもの． 

E) C) 同様，大脳皮質運動野における ERAI 陽性細胞数を定量化したもの． 

n=5-6, *: p<0.05 vs 0-week by one-way ANOVA with Dunnett’s post hoc test． 

F) 大脳皮質体性感覚野，聴覚野，視覚野，運動野における ERAI 陽性細胞数の

経時変化をまとめたもの．赤色は体性感覚野，青色は聴覚野，ピンク色は

視覚野，緑色は運動野を示す．定量値は平均値±SEMを示す．  
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3-3 大脳皮質以外の脳内領域における ERAIシグナルの検出 

前述の通り，水俣病患者では小脳および大脳皮質が障害されることが報告さ

れている．一方で，MeHgを曝露したマウスでは大脳皮質と線条体が障害され

ることが報告されている 75．このように，ヒトとマウスでは MeHg による障害

部位が異なることが知られている．そこで，次に線条体および小脳における

ERAI シグナル発生を検討した．30 ppm MeHg を飲水投与した ERAI-Venus Tg

マウスの脳切片を用いて，免疫組織化学的手法により ERAI シグナルを増強

し，各脳内領域における MeHg 誘導性 ERストレスの発生を確認した．各観察

領域は Mouse Brain Atlas を参考にして設定した（図 31A，C）．その結果，

MeHg の飲水投与によって線条体における ERAI 陽性細胞数は投与 6週目まで

時間依存的な増加傾向を示すことが判明した（図 31B）．このことから，大脳

皮質と同様にマウスにおける MeHg 障害部位である線条体においても ERスト

レスが発生していることが判明した． 

また，小脳ではMeHg 投与の有無に依らず，多くのプルキンエ細胞および顆

粒細胞において ERAI シグナルが認められた（図 31D）．このことから，小脳

では生理条件下で ER ストレスが発生していることが判明した．MeHg 曝露に

よる ERAI シグナルの減弱が認められなかったことから，本研究では小脳を解

析対象から除外した． 
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図 31 小脳および線条体における ERAI陽性細胞数の経時変化 

A) 設定した観察領域（マウス線条体）． 

B) 線条体における ERAI 陽性細胞数を定量化したもの．定量値は平均値±SEM

を示す． 

n=5-6, *: p<0.05 vs 0-week by one-way ANOVA with Dunnett’s post hoc test． 

C) 設定した観察領域（マウス小脳）． 

D) 小脳における MeHg 誘導性 ERAI シグナルの経時変化．緑色シグナルは

ERAI，青色シグナルは DAPIを示す．スケールバーは 50 µm を示す．  
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3-4 ERAIシグナル陽性細胞種の特定 

ここまでの検討から，大脳皮質や線条体といった脳内における MeHg 障害部

位において ERストレス発生が認められることが明らかとなった．そこで，次

にMeHg 曝露によって ERストレスが惹起された細胞種の特定を試みた．尚，

以後の検討では大脳皮質体性感覚野に焦点を当て，解析を進めた．ERAI-Venus 

Tg マウスの脳切片に対し，神経細胞，アストロサイトおよびミクログリアをそ

れぞれ特異的に認識する抗体を用いて免疫組織染色を行い，ERAI シグナルを

示す細胞種を調べた．神経細胞マーカーである NeuNを用いた検討には，最も

多くの ERAI 陽性細胞数を示した投与 3週目の脳切片を使用した．一方，アス

トロサイトマーカーである GFAPやミクログリアマーカーである Iba1 を用いた

検討には，図 26B，C より GFAPおよび Iba1 の増加が認められた投与 6週目の

脳切片を使用した．GFP抗体を用いた免疫組織染色により ERAI シグナルを増

強し，各種細胞マーカーとの 2重染色を試みた結果，NeuN陽性細胞と ERAI

陽性細胞が最も高い一致率を示すことが判明した（図 32A-D）．また，弱いな

がら Iba1 陽性細胞にも ERAI シグナルを示す細胞が存在することがわかった

（図 32C, D）．これらの結果より，MeHg 誘導性 ER ストレスはグリア細胞と

比較して，神経細胞において生じやすいことが明らかとなった． 
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図 32 MeHg誘導性 ERAIシグナルを示す細胞種の特定 

A) MeHg 投与 3週目の ERAI-Venus Tg マウスの大脳皮質体性感覚野における

ERAI シグナルと NeuNの 2重染色像．矢印は ERAI と NeuNを共発現する

細胞を示す． 

B) MeHg 投与 6週目の ERAI-Venus Tg マウスの大脳皮質体性感覚野における

ERAI シグナルと GFAPの 2重染色像． 

C) B) 同様のサンプルにおける ERAI シグナルと Iba1 の 2重染色像．矢印は

ERAI と Iba1 を共発現する細胞を示す． 

各画像において緑色シグナルは ERAI，赤色シグナルは各細胞種マーカー，青

色は DAPI を示す．スケールバーは 20 µm を示す． 

D) ERAI 陽性細胞のうち，各細胞種マーカーを発現する細胞を定量化したも

の．定量値は平均値±SEMを示す． 

n=3-6, *:p<0.05, ***:p<0.001 by one-way ANOVA with Tukey’s post hoc test． 
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4．MeHg飲水投与による UPR各経路の活性化の有無 

 

4-1 IRE1α-XBP1 経路の活性化の検討 

ここまでの検討から，MeHg の飲水投与によって脳内の領域・細胞特異的に

ER ストレスが惹起されることが明らかとなった．そこで，次に MeHg 誘導性

ER ストレスによる UPR 各経路の活性化の有無を検討した．まず，ERAI シグ

ナルの発生を担う IRE1α-XBP1 経路の活性化について解析するために，リン酸

化 IRE1αレベルの経時変化を確認した．30 ppm MeHg を飲水投与した ERAI-

Venus Tg マウスの脳切片に対して，リン酸化 IRE1α抗体を用いた免疫組織染色

を行い，検討した．その結果，大脳皮質体性感覚野におけるリン酸化 IRE1α陽

性細胞数は投与 6週目まで時間依存的な増加傾向を示すことが判明した（図 

33A，B）． 

続いて，Xbp1 mRNA スプライシングの下流経路の活性化を確認するため

に，E3 ユビキチンリガーゼ HMG-CoA reductase degradation enzyme 1（HRD1）

の発現量を解析した．HRD1は XBP1sのホモダイマーによって転写誘導される

下流遺伝子であり，ERADの構成要素である 76．ERAI-Venus Tg マウスの脳切

片に対して，HRD1抗体を用いた免疫組織染色を行った結果，ERAI 陽性細胞

と同様に，HRD1陽性細胞数は投与 3 週目にピークに達し，それ以降はほとん

ど増減しないことが判明した（図 33C，D）．また，投与 3週目のサンプルを用

いて，HRD1と神経細胞マーカーNeuNとの 2重染色を試みた結果，HRD1 陽性

細胞と NeuN陽性細胞の一致が認められた（図 33E）． 

これらの結果より，MeHg 投与 3週目において大脳皮質体性感覚野の神経細

胞では IRE1α-XBP1経路が活性化していることが示唆された．また，リン酸化

IRE1αレベルとは対照的に投与 3週目以降，ERAI および HRD1レベルが減少

および維持されていたことから，IRE1α-XBP1経路の活性化は一過性であるこ

とが示唆された． 
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図 33 MeHg飲水投与による IRE1α-XBP1 経路の活性制御 

A) 大脳皮質体性感覚野におけるリン酸化 IRE1αレベルの経時変化． 

B) リン酸化 IRE1α陽性細胞数を定量化したもの．  

C) 大脳皮質体性感覚野における HRD1 レベルの経時変化．  

D) HRD1 陽性細胞数を定量化したもの．  

赤色シグナルはそれぞれリン酸化 IRE1αおよび HRD1，青色シグナルは DAPI

を示す．スケールバーは 50 µm を示す．定量値は平均値±SEMを示す． 

n=5-6, *:p<0.05, **:p<0.01 vs 0-week by one-way ANOVA with Dunnett’s post hoc 

test． 

E) MeHg 投与 3週目の大脳皮質体性感覚野における NeuNと HRD1 の 2重染色

像．緑色シグナルは NeuN，赤色シグナルは HRD1，青色シグナルは DAPI

を示す．矢印は NeuNと HRD1と共発現する細胞を示す．スケールバーは

20 µm を示す． 

  

A B 

C D 

E 
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4-2 PERK経路の活性化の検討 

続いて，MeHg 飲水投与による PERK 経路の活性化の有無を検討した．ま

ず，大脳皮質体性感覚野におけるリン酸化 PERKレベルの経時変化について解

析した．30 ppm MeHg を飲水投与した ERAI-Venus Tg マウスの脳切片に対し

て，リン酸化 PERK抗体を用いた免疫組織染色を行った結果，リン酸化 PERK

陽性細胞数は投与 6週目まで時間依存的な増加傾向を示すことが判明した（図 

34A，B）． 

また，PERK経路および ATF6 経路の両経路の下流に位置する CHOPの経時

的発現変化を解析した．CHOP抗体を用いた免疫組織染色の結果，リン酸化

PERK同様，CHOP陽性細胞数も投与 6週目まで時間依存的な増加傾向を示し

た（図 34C，D）．加えて，投与 6週目のサンプルを用いて，CHOPと神経細胞

マーカーNeuNとの 2 重染色を試みた結果，CHOP陽性細胞と NeuN陽性細胞

の一致が認められた（図 34E）． 

以上の結果より，大脳皮質体性感覚野の神経細胞では MeHg 投与によって

PERK経路が活性化し，活性化された細胞は時間依存的に増加することが判明

した． 
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図 34 MeHg飲水投与による PERK経路の活性化 

A) 大脳皮質体性感覚野におけるリン酸化 PERKレベルの経時変化．  

B) リン酸化 PERK陽性細胞数を定量化したもの．  

C) 大脳皮質体性感覚野における CHOP レベルの経時変化．  

D) CHOP陽性細胞数を定量化したもの． 

赤色シグナルはそれぞれリン酸 PERKおよび CHOP，青色シグナルは DAPI を

示す．スケールバーは 50 µm を示す．定量値は平均値±SEMを示す． 

n=5-6, *:p<0.05, **:p<0.01 vs 0-week by one-way ANOVA with Dunnett’s post hoc 

test． 

E) MeHg 投与 6週目の大脳皮質体性感覚野における NeuNと CHOPの 2重染色

像．緑色シグナルは NeuN，赤色シグナルは CHOP，青色シグナルは DAPI

を示す．矢印は NeuNと CHOPと共発現する細胞を示す．スケールバーは

20 µm を示す．  

A B 

C D 

E 
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4-3 ERストレス性アポトーシスと MeHg誘導性神経細胞死との関連 

ここまでの検討から，ERAI-Venus Tgマウスの大脳皮質体性感覚野の神経細

胞では ERストレスの発生と UPRの活性化が認められることが判明した．次

に，MeHg 誘導性神経細胞死が ERストレス発生と関連するのか否か検討し

た．まず，ERAI シグナルと TUNEL シグナルを示す細胞の一致を確認した．

MeHg 投与 6週目の ERAI-Venus Tg マウスの脳切片を用いて TUNEL 染色を行

った後，免疫組織染色によって ERAI シグナルを増強した．その結果，ERAI 陽

性細胞と TUNEL 陽性細胞の一致はほとんど認められなかった（図 35A）．こ

こまでの検討から，MeHg 投与 6週目のサンプルでは IRE1α-XBP1 経路の活性

化が減弱している可能性がある．そこで，TUNEL 陽性細胞における ERストレ

ス発生を確認するために，投与 6週目に顕著なシグナル増加が認められた

CHOPと TUNEL シグナルとの共局在を検討した．その結果，CHOP陽性細胞

と TUNEL 陽性細胞はほとんど一致することが明らかとなった（図 35B）．

ERAI と TUNEL，または CHOPと TUNEL のシグナルの一致率を表したものが

図 35C である．また，ERAI 陽性細胞と CHOP陽性細胞が一致することを確認

するために，投与 3週目の脳切片を用いて 2重染色を行った結果，ERAI 陽性

細胞と CHOP陽性細胞は高度に一致することが確認できた（図 35D，ERAI+ 

CHOP+ cells / ERAI+ cells＝95.5±1.7 %（n=3））．以上の結果より，MeHg によっ

てアポトーシスが誘導された細胞では ERストレスが生じていることが示唆さ

れた． 
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図 35 TUNEL 陽性細胞における ERストレスの検出 

A) MeHg 投与 6週目の大脳皮質体性感覚野における ERAI と TUNEL の 2重染

色像．緑色シグナルは ERAI，赤色シグナルは TUNEL，青色シグナルは

DAPI を示す． 

B) MeHg 投与 6週目の大脳皮質体性感覚野における CHOPと TUNEL の 2重染

色像．緑色シグナルは CHOP，赤色シグナルは TUNEL，青色シグナルは

DAPI を示す．矢印は CHOPと TUNEL シグナルが共局在する細胞を示す． 

C) TUNEL シグナルと ERAI または CHOPを共発現する細胞数を定量化したも

の．定量値は平均値±SEMを示す．n=3, **:p<0.01 by Student’s t-test． 

D) MeHg 投与 3週目の大脳皮質体性感覚野における ERAI と CHOPの 2重染色

像．緑色シグナルは ERAI，赤色シグナルは CHOP，青色シグナルは DAPI

を示す．矢印は ERAI と CHOPと共発現する細胞を示す． 

全ての画像データにおけるスケールバーは 20 µm を示す． 

A 

B C 

D 
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考察 

1．ERAI Tgマウスによる MeHg誘導性 ERストレスの検出 

MeHg による生体内 ERストレス惹起を観察するために，ERAI-LUC Tg マウス

を用いた in vivoイメージングを行った．ERAI-LUC Tgマウスに 25 mg/kgのMeHg

を単回皮下投与した結果，口辺部，胸部，腹部および脚部において ERAI シグナ

ルの発生および増加が認められた（図 21B）．このことから，MeHg は生体内に

おいても ERストレスを惹起すること，および生体内ではMeHgによって IRE1α-

XBP1 経路が活性化していることが示唆された．生体内に取り込まれた MeHg は

糞便や尿中より排出されるため，口辺部より得られたシグナルは食糞による

MeHg 曝露に起因することが推測される． 

MeHg によって ER ストレスの惹起された組織を特定するために各組織を摘出

し，ex vivo でイメージングを行った結果，脳，心臓，肝臓，腎臓において ERAI

シグナルの発生および増加が認められた（図 22A）．これらの臓器は MeHg に対

して感受性が高いことが報告されている 10,77,78．MeHg は GSH 抱合体として胆

汁中へ放出された後，腸肝循環することや腎臓の近位尿細管において再吸収さ

れることから，生体内におけ

る半減期は長いことが知られ

ている（ヒトの場合，約 70日）

10．また，MeHg は血流を介し

て組織へ移行するため，血液

循環量の多い脳や心臓は高レ

ベルの MeHg に曝露されるこ

とが推測される．加えて，

MeHg は Cys と結合すること

でメチオニンと類似した構造

を取ることで（図 36）79，中

性アミノ酸トランスポーター

L-type amino acid transporter 1(LAT1) を利用し，血液脳関門を容易に通過するこ

とが知られている 8,11．以上の理由から，脳，心臓，肝臓，腎臓は他の組織に比

べてMeHg 曝露量が多いために ERAI シグナルが認められた可能性がある． 

                

図 36 MeHg-Cys結合体とメチオニンの類似性 
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一方で，ERAI-LUC Tg マウスに 10 mg/kg のMeHg を反復皮下投与したマウス

では脳および心臓において ERAI シグナルが認められたが，肝臓および腎臓では

ほとんど認められなかった（図 23C）．臓器ごとの蓄積水銀量を検討した結果，

肝臓および腎臓には脳および心臓よりも顕著に水銀が蓄積していることが判明

した（図 28）．これらの結果より，脳および心臓は肝臓および腎臓よりも MeHg

感受性が高いことが推定された． 

 

また，膵臓および骨格筋では生理条件下で高い ERAI シグナルが認められた

（図 22B, C）．膵臓に存在する β 細胞は大量のインスリンの合成・分泌を担うた

め，常に弱い ERストレス下にあることが知られている 80．加えて，筋組織では

筋肉の収縮や筋分化時に筋小胞体から Ca2+が放出されることで，ER ストレスが

生じることが報告されている 81,82．そのため，膵臓や骨格筋で観察された ERAI

シグナルは生理的な ER ストレス発生を表したことが推定される． 

 

MeHg を反復投与した ERAI-LUC Tg マウスの脳切片を用いて，脳内における

ER ストレス発生部位について検討した結果，大脳皮質，線条体，および小脳と

推測される部位近傍において ERAI シグナルが認められた（図 23D）．MeHg を

曝露したマウス脳内では大脳皮質と線条体が障害されることが報告されている

75．そのため，MeHg による障害部位近傍では ER ストレスが発生していること

が示唆された．MeHg 中毒の代表例である水俣病では，患者脳内において大脳皮

質の他，小脳も障害を受けることが知られている 74．本研究では，MeHg 投与の

有無に依らず，小脳において ER ストレスが発生していることが判明した（図 

31D）．したがって，小脳では生理的に ER ストレスが生じていることが示唆さ

れた． 

 

 

2．MeHg亜急性曝露モデルの使用 

より詳細な MeHg 誘導性 ERストレス発生部位を解析するために，ERAI-Venus 

Tg マウスを用いた．ERAI-Venus Tg マウスは MeHg 曝露時の体重変化や中枢神

経病変など，WT の C57BL/6 マウス同様の反応性を示した（図 25B，26B，C）．

また，本実験系において 6 週間の MeHg 投与群では，コントロール群と比較し
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て NeuN陽性神経細胞数に有意な減少は認められなかったが，TUNEL 陽性アポ

トーシス細胞数は有意に増加していた（図 27A，C）．中枢神経系における MeHg

誘導性細胞死は神経細胞選択的に生じるとされており，グリア細胞のアポトー

シスに言及した報告はほとんどない．したがって，本研究において観察された

TUNEL 陽性細胞は神経細胞であることが推定された． 

 

 

3．MeHg飲水投与モデルにおける ERAIシグナルの検出 

MeHg 曝露によって脳内で ER ストレスが惹起される領域を明らかにするため

に，ERAI-Venus Tg マウスを用いて検討を進めた結果，大脳皮質体性感覚野，聴

覚野，視覚野，運動野，および線条体において ERAI 陽性細胞数の増加が認めら

れた（図 29-31）．MeHg 中毒の代表例である水俣病では脳内において，小脳，後

頭葉（大脳皮質視覚野），中心後回（大脳皮質体性感覚野），中心前回（大脳皮質

運動野）および横側頭回（大

脳皮質聴覚野）における神経

細胞の脱落が認められてい

る（図 37）74．また，MeHg

を曝露したマウスでは大脳

皮質および線条体において

神経病変が生じることが報

告されている 75．このように

ヒトとマウスでは MeHg に

よる障害部位が異なるものの，本研究より ERAI 陽性細胞数の増加が観察された

脳領域は MeHg による障害部位と一致することが判明した．一方で，障害部位

以外の脳領域では MeHg 曝露による ERAI 陽性細胞数の増加は認められなかっ

た．したがって，MeHg による神経病変部位では ER ストレスが生じていること

が示唆された． 

                                

興味深いことに，MeHg 曝露による ERAI 陽性細胞数変動のピークは各脳領域

で異なっていることが判明した（図 29-31）．中枢神経系における MeHg 毒性に

関して，領域特異性が生じる要因として Mn-SOD1 や GPx1などの抗酸化タンパ

図 37 水俣病患者における神経病変部位 
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ク質発現量の違いが指摘されている 83．実際，Mn-SOD1 や GPx1 の mRNA レベ

ルが高い海馬では MeHg 曝露による ERAI 陽性細胞数の増加は認められなかっ

た（データ未表示）．第 1 章で述べたように，MeHg による毒性発揮には酸化ス

トレス誘導と，それに続く ER ストレス惹起に起因すると考えられているため

43,48，抗酸化タンパク質の発現量が ER ストレス感受性と関連する可能性は十分

にある．したがって，大脳皮質各領域および線条体においても抗酸化タンパク質

発現量が異なることで，ERAI 陽性細胞数のピークに違いが生じた可能性がある．

MeHg 毒性の部位特異性に関する知見はほとんどないため，ER ストレス感受性

という観点は新しい切り口となるかもしれない． 

 

MeHg 誘導性 ER ストレスが MeHg による神経病変部位で認められたことか

ら，次に ERストレスが惹起された細胞種の特定を試みた．免疫組織染色を用い

た 2重染色により検討した結果，ERAI 陽性細胞は NeuN陽性神経細胞と高い一

致率を示すことが明らかとなった（図 32A，D）．MeHg による神経毒性は顆粒

細胞のような小さな細胞において生じやすいことが示唆されている 84．実際，

MeHg を曝露させたマウスでは顆粒細胞の多い大脳皮質深層（Ⅳ層）付近におい

て，神経病変および抗酸化タンパク質の低発現が認められている 71,83．本研究に

おいても，ERAI 陽性細胞が観察された大脳皮質領域は体性感覚野，聴覚野，視

覚野および運動野全てにおいて深層付近であった．また，MeHg は神経細胞の過

剰な活性化による興奮毒性を引き起こすことが報告されており 85，過剰に活性

化した神経細胞は酸化ストレスを引き起こすことから 86，神経細胞選択的に酸

化ストレスが生じた結果，ER ストレスが惹起されたことが推定される．また，

酸化ストレス感受性という観点において，GSH の発現量の違いも神経細胞選択

的に障害を誘導する要因として挙げられる．グリア細胞と比較して神経細胞で

は GSH の発現量が低いため 87，MeHg 誘導性酸化ストレスに対して感受性が高

いことが推定される．さらに，神経細胞に優先的な ERAI シグナル発生要因とし

て IRE1α の発現量が考えられる．ERAI 遺伝子は IRE1α による RNase 活性を活

用するため，IRE1αの発現量が高ければシグナル強度も強くなる．実際，大脳皮

質の神経細胞，海馬 cornu ammonis（CA）1-3の錐体細胞および海馬歯状回の顆

粒細胞において IRE1α 発現量が高いことが報告されている 88．以上の酸化スト

レス感受性および IRE1α 発現量という観点から，大脳皮質の神経細胞において
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ERAI シグナルが選択的に誘導されたことが推測される． 

 

当研究室ではこれまでに培養細胞を用いた検討から，ヒト由来神経細胞にお

いて NOによる ERストレス惹起が認められることを明らかにしている 54．これ

は，PDI の S-ニトロシル化によるミスフォールドタンパク質の蓄積に起因する

と考えられている．また，農薬の 1 種であるロテノンも細胞および動物レベル

で神経細胞に ERストレスを惹起することが報告されている 89,90．ロテノンは電

子伝達系を阻害することで ROS を増加させる酸化ストレッサーである 91．その

ため，ロテノンは酸化ストレスを介して ERストレスを誘導することが示唆され

ている．これらの知見より，中枢神経系における神経細胞は ERストレス感受性

および酸化ストレス感受性が高いことが推定された． 

 

一方，一部の ERAI 陽性細胞は Iba1 陽性ミクログリア細胞と一致していた（図 

32C，D）．アポトーシスを起こした神経細胞はミクログリアによるファゴサイト

ーシスを受けることが知られており 92，本実験結果は投与 6 週目のサンプルよ

り得られたことから，アポトーシスを起こした ERAI 陽性神経細胞がミクログリ

アによる貪食を受けている可能性がある．また，Iba1 の増加した活性化ミクログ

リアにおいて自発的に ERAI シグナルが誘導された可能性もあるため，今後詳細

な解析が必要である． 

 

 

4．MeHg飲水投与による UPR各経路の活性化の有無 

ここまでの検討から，MeHg 毒性が認められる脳領域の神経細胞において ER

ストレスが惹起されることが明らかになった．そこで，次に MeHg 誘導性 ERス

トレスに対する UPR 各経路の活性化の有無について解析した．MeHg 中毒の主

要な症状は体性感覚障害のため 72,73，以後の解析では大脳皮質体性感覚野に焦点

を当てている． 

 

まず，ERAI シグナルの発生を担う IRE1α-XBP1経路の活性化を検討した．リ

ン酸化 IRE1α 陽性細胞数の経時変化を検討した結果，弱いながら時間依存的な

増加傾向を示し，投与 6 週目には有意差が認められた（図 33B）．本結果より，
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本実験タイムコースにおいて IRE1α の活性化は持続または増加していることが

示唆された．続いて，IRE1α-XBP1経路の下流因子である HRD1 の陽性細胞数を

解析した結果，ERAI 陽性細胞数同様，投与 3週目にピークに達し，投与 5-6週

目にはそれ以上の増加傾向は認められなかった（図 33D）．本実験タイムコース

において大脳皮質中には時間依存的に蓄積水銀量が増加していたことから（図 

28A），IRE1α-XBP1 下流シグナルは MeHg 曝露量が一定以上に達すると減弱す

ることが示唆された．第一章より，高濃度 MeHg 曝露によって Xbp1 mRNA のス

プライシングが抑制されることを明らかにしている．また，Xbp1 mRNA スプラ

イシングの抑制が認められる蓄積水銀量と類似した値が投与 6 週目の大脳皮質

中において認められることを明らかにしている（表 6，7）．したがって，投与 5-

6 週目の大脳皮質体性感覚野には Xbp1 mRNA スプライシングの抑制に至る

MeHg が蓄積したことで ERAI シグナルおよび HRD1 誘導が減弱したことが推

測される． 

 

次に，PERK経路の活性化について検討した．リン酸化 PERK陽性細胞数の経

時変化を検討した結果，時間依存的な増加傾向を示し，投与 5-6週目には有意差

が認められた（図 34B）．本結果より，PERK経路は IRE1α経路同様に，活性化

が持続または増加していることが示唆された．続いて，PERK 経路および ATF6

経路の両経路の下流に位置する CHOP の陽性細胞数を解析した結果，リン酸化

PERK陽性細胞数同様に時間依存的な増加傾向を示し，投与 5-6週目には有意差

が認められた（図 34D）．これらの結果より，MeHg の飲水投与によって PERK

経路の活性化および CHOP の発現が誘導されることが示唆された．UPR では生

存シグナルと細胞死シグナルを同時に活性化し，生存シグナルが減弱すること

で細胞死シグナルが優位となり，アポトーシスが誘導されると考えられている

93．事実，本研究では MeHg 投与早期からアポトーシス促進因子 CHOPの発現は

増加傾向にあった（図 34D）．また，MeHg 誘導性アポトーシスが観察された投

与 6 週目において，ERAI 陽性細胞では TUNEL シグナルがほとんど認められな

い一方で，CHOP陽性細胞では TUNEL シグナルが多く認められた（図 35A-C）．

したがって，生存シグナルに関与する IRE1α-XBP1 経経路の活性化が減弱して

いた投与 5-6 週目では，細胞死シグナルに関与する PERK 経路が優位となり，

CHOPの誘導を介して細胞死を引き起こした可能性がある． 
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他の研究グループでは，MeHg による神経細胞死誘導メカニズムとして，ミ

クログリアの傷害性（活性化）ミクログリアへの変化と，炎症性サイトカイン

の放出が関与することが示唆されている 94．本メカニズムにおける神経細胞死

には，Tumor necrosis factor α（TNFα）を介したアポトーシス経路の活性化が関

与すると考えられている 69．ERAI-Venus Tg マウスを用いた検討より，大脳皮

質体性感覚野における活性化ミクログリアの増加は投与期間後期に観察されて

いる（図 26C）．また，神経細胞における ERストレス惹起および UPRの活性

化は比較的早期から観察されたものの（図 29，33，34），TUNEL 陽性細胞の

増加は投与期間後期に認められている（図 27C）．したがって，MeHg 誘導性

神経細胞死には UPR 活性化と TNFα シグナリングによるアポトーシス誘導機構

が相加的に働いていることが推測される． 
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終章 

本研究より得られた成果を以下に列挙する． 

 

【In vitro】 

1. MeHg 処理によって PERK 経路および ATF6 経路が活性化することが判明し

た． 

2. MeHg 処理によって IRE1α のリン酸化は亢進するものの，Xbp1 mRNA のス

プライシングはほとんど認められないことが判明した． 

3. MeHg は IRE1α の Cys931 を S-水銀化することでリボヌクレアーゼ活性を低

下させることが推定された． 

4. C931S-IRE1α 変異体を導入することで MeHg 誘導性細胞死が軽減すること

が判明した． 

5. PERK 阻害薬を前処理することで，MeHg 誘導性細胞死が軽減することが判

明した． 

 

【In vivo】 

1. MeHg誘導性 ERストレスは神経細胞死発生前に認められることが判明した． 

2. MeHg 誘導性 ER ストレスは中枢神経系における MeHg 障害部位（大脳皮質

体性感覚野，聴覚野，視覚野，運動野，線条体）において認められることが

判明した． 

3. 大脳皮質体性感覚野において，MeHg 誘導性 ER ストレスは神経細胞選択的

に認められることが判明した． 

4. 大脳皮質体性感覚野において，MeHg 投与中，PERK 経路は時間依存的に活

性化するのに対し，IRE1α-XBP1 経路は一過性に活性化することが推定され

た． 

 

 

以上の結果をまとめたものを図 38に示す． 
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図 38 MeHgによる UPRを介した細胞死惹起機構と 

    MeHg誘導性 ERストレスの領域・細胞特異性 

 

本研究より，MeHg による神経細胞死誘導には IRE1α-XBP1 経路の抑制と，

PERK 経路の活性化が関与することが推定された．本研究では PERK 阻害薬処

理によって MeHg 誘導性細胞死が抑制されることを明らかにしたが，慢性的な

MeHg 曝露に対する影響は検討していない．PERK 経路は ER ストレスのみなら

ず，酸化ストレスや低酸素ストレスに対する応答反応（統合的ストレス応答）を

示すため，細胞のホメオスタシス維持に重要であることが知られている 26．その

ため，慢性的な MeHg 曝露に対し，持続的に PERK 経路を抑制することは細胞

毒性を増悪させることが推測される．したがって，MeHg 毒性軽減には CHOP阻

害薬，IRE1α 活性化薬および IRE1α 酸化修飾阻害薬などの薬物が有効であると

考えている． 

 

また，ERAI Tg マウスを用いることで MeHg 障害部位における神経細胞にお

いて ER ストレスの発生および UPR の活性化を検出することができた．そのた

め，本マウスを用いることで MeHg 誘導性 ERストレスを介した毒性発現メカニ

ズムを時空間的に解析できる可能性を見出した．ERAI Tg マウス（特に ERAI-

Venus Tg マウス）を用いるメリットはインジケーターの半減期の長さにある．

XBP1s の半減期が約 30 分程であるのに対し 95，ERAI-Venus の蛍光の半減期は

約 24時間であった（データ未表示）．これは Venus（GFP）本来の半減期の長さ
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とほとんど一致している 96．このことから，ERAI-Venus Tg マウスを用いること

で，不安定な IRE1α-XBP1 経路の活性をマクロな時間軸で解析できることが推

測される．その一方で，内在性の IRE1α-XBP1経路活性化の正確な時間軸を捉え

ることは困難であるが，MeHg による組織・領域特異的な毒性発現に関する知見

は未だ乏しいため，生体内における部位特異的な UPR 活性化の解析ツールとし

て ERAI Tg マウスは有用であると考えている．加えて，本研究では神経細胞死

が認められる MeHg 曝露量に達すると，ERAI シグナルが減弱する可能性を見出

している．したがって，前述の IRE1α 活性化薬や IRE1α 酸化修飾阻害薬の薬効

評価においても，本マウスを活用できると期待している．ここで，今後の展望を

実現する上で解決しなければならない課題を以下に列挙する． 

 

(1) MeHg 誘導性細胞死に対する ATF6 経路活性化の影響 

第 1 章の考察で触れたように，ATF6 の活性化抑制に関して阻害薬を用いて検

討したものの，MeHg 誘導性細胞死の軽減は認められなかった．本結果は，使用

したセリンプロテアーゼ阻害薬の特異性が低く，広範な影響が出たために保護

効果が認められなかったと解釈した．したがって，ATF6 経路の活性化抑制が

MeHg 毒性に対して保護的に作用するのかは未だ不明であるため，今後詳細を明

らかにする必要がある． 

 

(2) In vitro における低濃度 MeHg 処理下での UPR活性化の検討 

本研究では，培養細胞を用いて比較的高濃度の MeHg 処理による UPR活性化

を検討した．一方，モデル動物を用いた検討では MeHg の飲水投与による神経

病変モデルを用いて UPR 活性化を検討した．その結果，in vitro と in vivo におけ

る IRE1α の応答性に違いが見られることを明らかにした．現時点では，各実験

系における MeHg 曝露量の違いに起因すると考察しているが，実際に低濃度

MeHg を培養細胞に曝露させた際の UPR 活性化（特に IRE1α-XBP1 経路の活性

化）については未だ検討できていない．そのため，こちらに関しても今後の検討

が必要な課題であると考えている．加えて，低濃度 MeHg による UPR 各経路の

活性化を経時的に解析することで，経路毎の MeHg 感受性の違いの有無を明ら

かにすることができると推測している． 

 



94 

 

(3) IRE1αの S-水銀化の確認 

本研究では IRE1α の S-水銀化の有無について，Spliced Xbp1 mRNA 量より間

接的に評価している．したがって，IRE1α が MeHg によって S-水銀化を受ける

ことを示す直接的なデータは得られていない．第 1 章の考察でも触れているよ

うに，現状 S-水銀化を生化学的に検出する方法は乏しい．そのため，液体クロマ

トグラフィー質量分析法（LC-MS/MS）などの分析学的手法を用いて IRE1α と

MeHg の結合を検討する必要がある．しかしながら，IRE1αは膜タンパク質であ

り，解析に供する全長型のリコンビナントタンパク質を用意することは難しい．

メーカーが提供している細胞質ドメインのみを含むリコンビナント IRE1α を解

析に供する方法もあるが，全長型ではないため生体内での現象を再現できてい

るか否かは疑わしい．したがって，S-水銀化を特異的に検出する手法を確立する

必要がある． 

 

(4) MeHg による Xbp1 mRNAのスプライシング抑制の in vivo での確認 

ERAI-Venus Tg マウスを用いた検討より，大脳皮質体性感覚野では ERAI 陽性

細胞が一過性に増加したことから，MeHg 投与後期には Xbp1 mRNAのスプライ

シングが抑制されている可能性がある．しかしながら，生化学的手法を用いて

spliced Xbp1 mRNAが基底レベルまで低下したことを示すデータは得られていな

い．実際，MeHgを投与したERAI-Venus Tgマウスの大脳皮質画分を用いて spliced 

Xbp1 mRNA 量を RT-PCR 法によって検討したが，3 週間の MeHg 投与群とコン

トロールでさえ差が認められなかった．この理由として，無顆粒島皮質，梨状皮

質および外側嗅内皮質などの大脳皮質領域では生理条件下で ERAI シグナルが

認められたことが挙げられる．マウス脳の解剖過程でこれらの大脳皮質領域を

分画することは困難であるため，レーザーマイクロダイセクションなどの組織

中の特定領域を抽出する手法を用いて解析する必要がある．  

 

(5) MeHg による UPR 活性化を介した神経細胞死の in vivo での証明 

ERAI-Venus Tg マウスを用いた検討より，脳内 MeHg障害部位の神経細胞にお

ける ER ストレス発生および UPR活性化が観察された．しかし，UPR の活性化

がMeHg誘導性神経細胞死を直接誘導することを示すデータは得られていない．

そのため，CHOP 阻害薬，IRE1α 活性化薬および XBP1s の遺伝的導入などによ
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り，MeHg 誘導性神経細胞死が軽減されること動物レベルで証明する必要がある． 

 

 

水俣病を始めとする MeHg 中毒の現行の治療法には，キレート剤や抗酸化剤

の投与および対症療法がある．キレート剤は血中からの MeHg の除去を目的と

している．抗酸化剤としてはビタミン B などが挙げられており，血中および脳

内の ROSの除去を目的としている．これらは MeHg 毒性の根本的解決を目指す

ものであるが，進行中の ERストレスを軽減できなければ神経細胞死を抑制する

ことは難しいことが推測される．そのため，上記の治療法に UPR 制御薬を組み

合わすことで神経細胞死をより効果的に抑制することができるのではないかと

考えている． 
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