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研究成果の概要（和文）：本研究より培養細胞を環境中親電子物質に低用量曝露すると、センサータンパク質が
特異的に修飾され、結果的にレドックスシグナルが活性化することが示された。それに対して、当該物質の曝露
量増加により、細胞内タンパク質は非特異的に修飾され、本シグナル伝達は破綻して細胞毒性が観察された。一
方、CSEやCARS2からシステインパースルフィドが産生され、その分子内可動性イオウ原子が反応して、活性イオ
ウ分子（RSS）を生じることが示唆された。RSSは環境中親電子物質を捕獲・不活性化して、イオウ付加体を形成
することを見出した。また、RSSは環境中親電子物質のレドックスシグナル変動および毒性を制御することも分
かった。

研究成果の概要（英文）： Environmental electrophiles covalently bind to thiol groups in proteins to 
form protein adducts. In the present study, we found that exposure of cultured cells to 
environmental electrophiles such as naphthoquinones, methylmercury, cadmium and crotonaldehyde at 
lower concentrations activated redox signaling pathways through covalent modification of sensor 
proteins. However, exposure to these electrophiles at higher concentrations disrupted the redox 
signaling pathways and caused substantial cytotoxicity through non-selective covalent modification 
of cellular proteins. It was also found that while reaction of environmental electrophiles with 
reactive sulfur species (RSS) resulted in formation of their sulfur adducts, knockdown of 
cystathionine γ-lase, an enzyme to produce RSS, enhanced the modulation of redox signaling and 
toxicity in vitro and in vivo, whereas treatment with Na2S4 diminished these phenomena during 
exposure to environmental electrophiles. 

研究分野：環境医学
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１．研究開始当初の背景 
環境中親電子物質は、生体内タンパク質の
チオール基と共有結合し、発がん性や組織傷
害等に関与することが知られているが、その
分子メカニズムの詳細は分かっていない。一
方、生体には環境の変化に的確に応答し、恒
常性を維持する様々なシグナル伝達経路が
存在する。これに対して、このような細胞内
シグナル伝達の破綻が、がん、生活習慣病、
自己免疫疾患の発症要因になることが理解
されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、環境中親電子物質によるセン
サータンパク質の化学修飾を起点とした、細
胞生存、細胞増殖、毒性防御およびタンパク
質の品質管理に係るレドックスシグナル伝
達の活性化と曝露量増加に起因する当該シ
グナル系の破綻に由来する2面性を検討した。
さらに、生体内で産生される硫化水素、パー
スルフィド／ポリスルフィドのような活性
イオウ分子（RSS）が、環境中親電子物質の
不活性化とそれに伴う当該シグナル伝達お
よび有害性の制御分子であることを検討し
た。 
 
３．研究の方法 
環境中親電子物質のモデルとして、大気中
に存在するナフタレンの光分解あるいは生
体内での代謝活性化で生成される 1,2-ナフ
トキノン（1,2-NQ）および 1,4-ナフトキノン
（1,4-NQ）、マグロ等の食用魚類および米に
それぞれ蓄積するメチル水銀（MeHg）および
カドミウム（Cd）、タバコの煙に含まれるク
ロトンアルデヒド（CA）、ポテトチップ等の
加熱食品に含有されるアクリルアミド（AA）
を使用した。 
まず、これら環境中親電子物質による細胞
内タンパク質の化学修飾を検出するアッセ
イを確立した。つぎに、環境中親電子物質に
よる異なる 4 つの細胞内レドックスシグナ
ル伝達経路（PTP1B/EGFR シグナル、Keap1 
/Nrf2 システム、HSP90/HSF1 シグナル、PTEN/ 
Akt シグナル）変動の曝露量の特異性を調べ
た。さらに、培養細胞および野生型と RSS の
産生に関与する cystathionine -lyase 
(CSE) 欠損マウスを用いて、環境中親電子物
質による各種シグナル伝達変動および毒性
発現における活性イオウ分子の制御を明ら
かにした。併せて、CSE 欠損マウスを用いて、
当該有害性に対するRSSを含有する植物成分
の有効性を個体レベルで検討した。 
 
４．研究成果 
 Biotin-PEAC5-maleimide (BPM)アッセイに
より、MeHg や Cd のような親電子性重金属だ
けでなく、NQ類や関連親電子性有機物質の曝
露量依存的なタンパク質の化学修飾を検出
することが可能となった。また、アビジンピ
ーズを用いた変法を使用することで、生体試

料中における環境中親電子物質によるセン
サータンパク質の化学修飾も検出できた。 
 LC-MS/MS 解析により、1,2-NQ、1,4-NQ、MeHg、
Cd あるいは CA は、センサータンパク質であ
る PTP1B、Keap1、HSP90 および PTEN の同じ
（あるいは異なる）システイン残基を親電子
修飾することが示唆された。上記の環境中親
電子物質に加えて AA は、応答分子であるキ
ナーゼ EGFR や Akt および転写因子 Nrf2 や
HSF1 を活性化し、それぞれの下流遺伝子群の
発現誘導を亢進した。SH-SY5Y 細胞を MeHg に
低用量曝露すると、PTEN の S-水銀化の特異
的な化学修飾を介して、Akt およびその下流
転写因子である CREB のリン酸化増加および
それに伴う抗アポトーシスタンパク質であ
る Bcl-2 の転写増加が見られた。一方、MeHg
曝露量の増加により、CREB の Cys286 を介し
た S-水銀化が生じて、CRE と修飾化 CREB と
の相互作用は阻害され、結果的に Bcl-2 の発
現量は定常レベル以下となり、アポトーシス
様細胞死が観察された。同様のレドックスシ
グナル伝達の逆 U字カーブ応答は、マウス初
代肝細胞を 1,4-NQ に曝露時にも見られた。
また、環境中親電子物質の高用量曝露には活
性化した Nrf2 は殆ど消失して細胞死が見ら
れた。以上の結果は、環境中親電子物質の低
用量曝露でレドックスシグナルは活性化し、
高用量曝露ではそれが破綻して毒性に繋が
ることを示唆している。 
 先行研究より、MeHg に曝露した SH-SY5Y 細
胞中およびラット肝臓中から新規解毒代謝
物として(MeHg)2S を同定している。この産生
には分子内に“可動性イオウ”を有するシス
テインパースルフィド（CysSSH）、グルタチ
オンパースルフィド（GSSH）およびそれぞれ
のポリスルフィドや硫化水素（H2S）のような
RSS の関与が考えられた。研究分担者である
赤池との共同研究により、LC-MS による生体
試 料 中 に 存 在 す る RSS を
β-(4-hydroxyphenyl) ethyl iodoacetamide 
(HPE-IAM)誘導体としてそれぞれ同時に定量
する安定同位体希釈法を確率した。種々の検
討を行い、MeHg は H2S、GSSH、GSSS、ポリス
ルフィド Na2S4だけでなく、タンパク質のシ
ステイン残基に結合した可動性イオウ原子
と反応して(MeHg)2Sを生じることが分かった。
また、1,2-NQ、1,4-NQ、Cd および AA のよう
な環境中親電子物質と RSS 産生系や Na2S4と
の反応より、1,2-NQ、1,4-NQ、Cd および AA
のイオウ付加体を同定した。さらに、風邪薬
アセトアミノフェンを投与したマウス尿中
からその親電子代謝物NAPQIのイオウ付加体
の同定にも成功した。一連の研究成果は、従
来から知られていた親電子物質のグルタチ
オン抱合体以外に、RSS による環境中親電子
物質の捕獲によるイオウ付加体が存在する
ことを示唆している。 
 RSS は環境中親電子物質を捕獲することで
母化合物と比較して親電子性が顕著に低い
イオウ付加体を形成することから、環境中親



電子物質曝露によるレドックスシグナル変
動および毒性発現に対するRSSの処置効果を
調べた。ウシ大動脈血管内皮細胞において Cd
曝露で観察される HSP90/HSF1 シグナルの変
動および細胞毒性は、RSS 産生酵素のひとつ
である CSE のノックダウンで増加し、Na2S4
処置では逆に減弱した。Cd曝露でマウスの急
性肝傷害が見られるが、CSE 欠損でさらに増
悪し、Na2S4処置あるいは Cd のイオウ付加体
として同定したCdS曝露では殆ど観察されな
かった。分取用逆相カラムを用いて 1,4-NQ
と Na2S4 との反応液からイオウ付加体を単
離・精製し、その構造が 2-[(1,4-dioxo- 
naphthalen-2-yl)-sulfanyl]-3-hydroxynap
hthalene-1,4-dione(1,4-NQ–S–1,4-NQ-OH)
であることを明らかにした。マウス初代肝細
胞を 1,4-NQ–S–1,4-NQ-OH に曝露すると、母
化合物である 1,4-NQ 曝露時で見られる
PTEN/Akt/CREB シグナル変動および細胞毒性
は殆ど見られなかった。 
 ニンニクのヘキサン抽出画分には MeHg を
(MeHg)2Sに変換できるRSS含有低分子が存在
することが明らかとなった。同様な RSS 含有
低分子はタマネギにも含まれていた。そこで、
MeHg を本抽出画分と同時曝露した結果、それ
ぞれの環境中親電子物質の高用量曝露で観
察される致死効果は優位に減弱された。一連
の研究成果は、RSS が環境中親電子物質を捕
獲・不活性化してレドックスシグナル変動お
よび毒性を制御するリスク軽減因子である
ことを示唆している。 
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