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胎児期メチル水銀曝露が及ぼす次世代高次脳機能障害に 

対する親電子ストレスの修飾効果 

 

主任研究者 熊谷嘉人(筑波大学医学医療系教授) 

研究要旨 

【目的】メチル水銀（MeHg）は高い親電子性を有し、タンパク質の求核基に共有結合

（S-水銀化）することで毒性を発現する。我々は、高い求核性を有する活性イオウ分子

（Reactive sulfur species, RSS）がMeHgと代償的に反応することで、イオウ付加体形成を介

してMeHgを解毒・不活性化する一方で、それに伴う生体内RSS量の減少がMeHg感受性を

上昇させることを報告した1。また、我々は日々の生活において、MeHg以外にも様々な親

電子物質に低濃度であるが複合的に曝露されており、それらはMeHgと同様に生体内RSS

を消費し、イオウ付加体を形成する可能性が高い。つまり、我々のライフスタイルに依存

する親電子物質の摂取・曝露が生体内RSS量を消費させ、結果的にMeHg感受性に影響を

与えることが示唆される。本年度は昨年度に続き、環境中親電子物質の複合曝露影響をin 

vitro系を用いて評価し、複合曝露に用いる親電子物質を選定することを目的とした。 

【方法】被験物質候補：soft metalとしてMeHgとカドミウム（Cd）、borderline metalとし

て銅（Cu）と亜鉛（Zn）、hard metalとしてアルミニウム（Al）とスズ（Sn）の6種類を用

いた。なお、カッコ内は被検物質の親電子性の強度を示す（soft > borderline > hard: HSAB

則による分類）。RSSとの反応性：各被検金属とRSSのモデル化合物であるNa2S2を反応さ

せた後、その残存量をLC/MSを用いた安定同位体希釈法にて測定した。RSSによるMeHg

の不活性化に対する複合曝露影響：ヒト血清由来アルブミン (HSA) を用いて、原子吸光

分析機を用いたタンパク中の水銀量を測定した。細胞毒性試験：ヒト肝癌由来細胞株 

(HepG2) に対する毒性（細胞死）をMTT assayにより評価した。 

【結果・考察】各被検物質によるRSSの消費量を測定した結果、soft metalであるMeHgや

Cdは効率的にRSSを消費したのに対し、hard metalであるAlやSnは殆どRSSを消費しなかっ

た。一方、borderline metalに分類されるCuやZnはMeHgやCdと同等の高い反応性を示した。

この結果は、MeHgとCdの複合曝露だけでなく、生体必須微量元素であるCuやZnも生体内

RSS量を減少させ、MeHgに対する感受性の上昇を招く可能性を示唆した。実際、HepG2細

胞にMeHgとCuを複合曝露させると、単独曝露に比べてS-水銀化の亢進とそれに付随した

細胞毒性の増悪化が見られた。一方、ZnはCdやCuと同様にRSSを消費したのにも関わら

ず、MeHgとの複合曝露によるS-水銀化の亢進は見られなかった。このことはZnのイオウ

付加体中の硫黄原子はサルフェン硫黄のような可動性を有しており、高い親電子性を持つ

金属と反応できることを示唆している。 

本研究成果より、複合的な親電子性金属の摂取・曝露が生体内RSS量を減少させ、結果
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的にMeHgの感受性を増加させる可能性を示唆するものであり、生体内RSS量の変化は

MeHgの複合曝露研究において有益な生体影響指標になり得ると考えられた。 

 

キーワード: 活性イオウ分子、環境中親電子物質、複合曝露、親電子ストレス（6個以内） 

 

研究者協力者 

秋山雅博（筑波大学医学医療系助教）、安孫子ユミ（筑波大学医学医療系助教）  

 

I 研究目的 

日常生活において、環境中化学物質による人体への曝露は、生活環境、ライフスタイルや

食生活由来の多種類かつ低濃度の複合曝露であり、複合曝露による健康影響が懸念されて

いる。MeHgにおいても、個別曝露では生体影響が見えない曝露量であっても、複合曝露条

件下では生体影響を生じる可能性がある。そのため、複合曝露影響を考慮したMeHgのリス

ク評価は急務な課題である。しかしその一方で、環境中化学物質は膨大かつ複雑に作用し合

うため、その毒性発現機構の解明や定量的な評価は困難であり、研究進捗は混沌としている

現状にある。 

環境中親電子物質であるMeHgは高い親電子性を有し、タンパク質の求核基に共有結合す

ることで毒性を発現する。我々はH27年度からH29年度にかけて実施した「メチル水銀の捕

獲・不活性化に関わる新奇リスク軽減因子の実態解明」において、高い求核性を有するRSS

がMeHgと代償的に反応することで、イオウ付加体形成を介してMeHgを捕獲・不活性化する

新たな生体防御機構を見出し、生体内RSS量の低下がMeHg毒性の増加を引き起こすことを

明らかにした。さらに、我々はMeHg以外の環境中親電子物質であるCd、1,2-NQおよび1,4-

NQのような環境中親電子物質も、MeHgと同様にRSSを消費してイオウ付加体を形成するこ

とを報告している2-4。 

これらの結果は、個々の環境中親電子物質の構造は異なるものの、共通な化学的性質（親

電子性）を示すため、複合的な親電子物質の摂取・曝露は生体内RSS量の減少といった共通

の生体影響を引き起こし、結果的にMeHg毒性が増加する可能性を示唆している。興味深い

ことに、我々は肝臓や腎臓など末梢組織中のRSS量の減少が、MeHg曝露で生じる運動機能

障害を増悪化させることも明らかにした。この結果はMeHgが全身を巡廻する過程において、

肝臓や腎臓中のRSSによって本親電子物質の捕獲・不活性化を担っていることを示唆するも

のであり、複合曝露影響は中枢神経系だけでなく、末梢組織においても重要であることを示

している。つまり、Cdなど中枢神経組織に分布しない親電子物質であっても、複合曝露によ

りMeHg毒性を増加させる可能性が考えられた。 

得られた研究成績より、我々はMeHgに対する複合曝露を環境中親電子物質に特化し、生

体内RSS量を複合曝露影響の指標とすることで、複合曝露リスクを定量的に評価できると考

えた。そこで、本研究は複数の親電子物質曝露が及ぼすMeHg毒性への影響を検討し、複合

曝露影響を考慮したMeHgのリスク評価を行い、食生活、ライフスタイルや生活環境を考慮
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したMeHgリスクに対する有益な情報を提供することを最終的な目的とした。 

昨年度は、親電子性を持つ環境汚染物質を対象にした、MeHgとの複合曝露影響をin vitro

系を用いて網羅的に評価した。その結果、Cdや1,2-NQおよび1,4-NQのような親電子性を有

する環境汚染物質は、RSSと高いは反応性を示し、MeHgとの複合曝露において、MeHgによ

る細胞毒性を増加させることを明らかにした。 

一方、我々は食生活などを通じて様々な金属を摂取しており、その中には親電子性を有す

る金属も多く存在する。そこで本年度は親電子性金属による、MeHg毒性に対する複合曝露

影響の検討を目的とした。被験物質とする親電子性金属は、昨年度も用いたCdをポジティ

ブコントロールとし、生体必須微量元素であるCuやZnを中心に行った。 

（構成:研究の背景・目的。環境行政の課題との関連性を含めて記載する。） 

 

Ⅱ 研究方法 

被験物質：MeHg（soft）、Cd （soft)、Cu（borderline）、Zn（borderline）、Al（hard）、Sn（hard）

の 6 種類を用いた。なお、被検物質の親電子性の強度は soft > borderline > hard (HSAB 則に

よる分類) で表される。 

RSS との反応性の測定：Sodium disulfide（Na2S2）は、サルフェン硫黄を含む分子として

最も単純な構造を有するサルフェン硫黄ドナーであり、生理条件下では各 pKa に応じて RSS

である hydrogen persulfide（anion）として存在することから、RSS のモデル化合物として本

物質を用いた。各被検物質と Na2S2を反応させた後、hydrogen persulfide の量を LC/MS を用

いた安定同位体希釈法にて測定し、その減少量の割合を RSS との反応性として評価した。 

RSS による MeHg の不活性化に対する複合曝露影響の検討：ヒト血清由来アルブミン 

(HSA)を⑴ Na2S2非存在下、⑵ Na2S2存在下、⑶Na2S2 と被検物質共存下の 3 条件下で MeHg

と反応させた後、ゲルろ過カラムで低分子を除去し、原子吸光分析機にて HAS 中の Hg 量

を測定した。 

複合曝露による細胞毒性評価：96 ウェルプレートで培養した HepG2 細胞と SH-SY5Y 細

胞に対し、MeHg（0、5、10、20、40 µM）を単独および、Cd（0.5 µM）または Cu（20 µM）

と複合的に曝露し、24 時間後の生存率を MTT assay を用いて測定した。 

 

（構成:研究・調査・実験・解析に関する手法の記述および資料・材料の集め方について、実

施経過が分かるように具体的に記載する。） 

 

(倫理面への配慮) 

倫理面への配慮としてマウスを用いた動物実験に関して、筑波大学が定める動物実験取

扱規定にそって動物実験を計画し、動物福祉、安全性、倫理的及び科学的観点からその妥当

性を審査する筑波大学動物実験委員会による審査を受け、学長の承認を受けた後に、適切な

飼養保管施設内において苦痛の軽減に関する基準に従い、適正に実施した。特に毒性実験な

ど苦痛の程度の高い実験に対しては、実験用動物の使用数を最小限に抑えるために、in vitro
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（試験管内実験）への代替、重複実験の排除を考慮して実験計画を作成した。（当該研究を

行った際に実施した倫理面への配慮の内容及び方法について、記入する。また、倫理面の問

題がないと判断した場合には、その旨を記入するとともに必ず理由を明記する。） 

 

Ⅲ 研究結果 

まず、borderline metal である Cu や Zn が soft metal である MeHg や Cd と同様に、RSS を

消費するかを検討した。その結果、RSS に対して、Cu や Zn は MeHg や Cd と同等の消費

率（反応性）を示した。一方、親電子性の低い hard metal である Al や Sn は、ほとんど

RSS と反応しなかった。MeHg は高い親電子性を有し、タンパク質のチオール基に共有結

合（S-水銀化）することで毒性を発現する。一方、RSS は MeHg と代償的に反応してイオ

ウ付加体を産生し、イオウ付加体は殆ど親電子性を有さないため、タンパク質の S-水銀化

は抑制される。実際、ヒト血清由来アルブミン (HSA)と MeHg を Na2S2存在下および非存

在下で反応させた結果、Na2S2存在下において S-水銀化は有意に抑制された。また、Na2S2

存在下の HSA に対して、Cd や Cu を MeHg と複合曝露した結果、S-水銀化量は MeHg 単

独曝露と比べ増加した。一方、hard metal に分類される Al や Sn などは影響を与えなかっ

た。次に、Cu との複合曝露による MeHg 毒性への影響を検討した。HepG2 細胞に対する

MeHg 曝露による LC50 値は、単独曝露での 29.14±2.12 µM から、Cu との複合曝露により

8.07±1.39 µM へと有意に低下した。Cu の LC50 値は 161.5±21.0 µM であり、複合曝露には

毒性を示さない濃度域である 20 µM の Cu を用いた。Cu との複合曝露は MeHg 曝露による

細胞内の S-水銀化量を有意に更新させた。その一方で、Zn は Cd や Cu と同様に RSS を消

費したのにも関わらず、MeHg との複合曝露による S-水銀化に影響を与えなかった。 

（構成:研究等の結果・成績・当該年度の研究成果が明らかになるよう具体的に記入する。） 

 

Ⅳ 考察 

Hard metalであるAlやSnは、ほとんどRSSを消費しないのに対して、borderline metalである

CuやZnはsoft metalであるMeHgやCdと同様にRSSを消費した。このことは、被験金属との反

応によって見られたRSSの消費は、金属が持つ親電子性に起因することを示唆している。ま

た、我々はMeHgやCdがRSSと反応し、イオウ付加体形成を介して不活性化される一方で、

それに伴う生体内RSS量の減少を引き起こすことを報告している。そのため、CuやZnによる

RSSの消費も、MeHgやCdと同様に、イオウ付加体形成を介している可能性が考えられた。

CuやZnがRSSを消費する結果は、MeHgとCdの複合曝露だけでなく、生体必須微量元素であ

るCuやZnも生体内RSS量を減少させ、MeHgに対する感受性の上昇を招く可能性を示唆する

ものである。また、我々はMeHg毒性の指標の一つとして、MeHg曝露によるタンパク質への

S-水銀化量を用いた。CdやCuなどのRSSを消費する金属との複合曝露は、MeHg単独曝露に

対して、MeHg曝露によるS-水銀化量を有意に増加させた一方、RSSを消費しなかったAlや

Snとの複合曝露では、有意な増加は見られなかった。このことは、親電子性金属とMeHgの

複合曝露は、RSSによるイオウ付加体形成を介したMeHgの捕獲・不活性化を減少させ、S-水
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銀化の亢進を引き起こし、MeHg毒性を増加させる可能性を示唆している。実際、HepG2細

胞にMeHgとCuを複合曝露させると、単独曝露に比べて、S-水銀化の亢進とそれに付随した

細胞毒性の増悪化が見られたこ。これらのことは、複合的な親電子性金属の摂取・曝露が生

体内RSS量を減少させ、結果的にMeHgの感受性を増加させる可能性を示唆している。一方、

興味深いことに、ZnはCdやCuと同様にRSSを消費したのにも関わらず、MeHgとの複合曝露

によるS-水銀化に影響を与えなかった。このことはZnのイオウ付加体中の硫黄原子はサルフ

ェン硫黄のような可動性を有しており、高い親電子性を持つ金属と反応できることを示し

ており、親電子性の金属であっても、そのイオウ付加体の形態が異なり、そのことがRSSの

消費を介した複合曝露影響に対して、異なる結果をもたらす可能性があることを示唆して

いる。 

 

 

V 結論 

本年度の研究結果は、Cdのような環境汚染物質だけでなく、生体必須微量元素であるCu

などの親電子性を持つ金属の過剰摂取・曝露も生体内RSS量を減少させ、結果的にMeHg毒

性を増加させる可能性を示した。本年度の研究成果は、複合曝露影響を考慮したMeHgのリ

スク評価の必要性を示す重要な知見であると結論付ける。    

 

Ⅵ 次年度以降の計画 

本年度の研究を通して、環境中親電子物質との複合曝露条件下では、RSS量の低下に伴い、

MeHg毒性が増加することをin vitroの実験系により示した。次年度以降は、in vivoにおいて

複数の親電子物質曝露（親電子ストレス）が及ぼすMeHg毒性への影響を検討する。複合曝

露に用いる親電子物質として、MeHgと同程度のRSSとの反応性を示したCdおよび1,4-NQに

加えて、生体必須微量元素であるCuを初期検討候補とする。In vivoにおける検討は低濃度の

MeHg曝露影響が懸念される、胎児およびその母親を重点的に行う。胎児期MeHg曝露に対す

る複合曝露が及ぼす影響は次世代脳機能の障害を指標とする。本研究ではオープンフィー

ルドテスト等の行動実験を用いて脳機能を評価する。上記の行動解析に必要な設備は既に

当研究室に整っており、次年度以降も円滑な実験遂行が可能である。 

（構成：次年度以降の研究内容・方法について本年度の成果とのつながりをもたせながら

簡潔に記入する。） 
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Abstract 

Methylmercury (MeHg) is an environmental electrophile that readily modifies protein thiols, 

leading to cell damage and toxicity. MeHg is inactivated by sulfur nucleophiles such as cysteine 

(CysSH), glutathione (GSH) and its related reactive persulfides through the formation of GSH adduct 

(MeHg-SG) and bismethylmercury sulfide ((MeHg)2S), respectively. Our previous study showed that 

not only GSH adduct formation but also sulfur adduct formation regulated by reactive persulfides play 

a critical role in protection against MeHg. On the other hand, we are also exposed to a variety of 

environmental electrophiles other than MeHg through dietary habits, life style and life environment 

on a daily basis. We found that reactive persulfides/polysulfides are also able to capture environmental 

electrophilic metals such as cadmium (Cd), resulting in formation of their sulfur adducts with less 

electrophilicity. These findings suggest that combined exposure to environmental electrophilic metals 

would lead to exacerbation of MeHg toxicity due to the consumption of endogenous reactive 

persulfides. In the present study, we demonstrated that combined exposure to environmental 

electrophilic metals such as Cd and/or and copper lower the threshold for toxicity of MeHg alone in 

vitro. 

 


