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研究成果の概要： 

ヒトにおけるメチル水銀（MeHg）の無機水銀への変換（生体内変換）の有無及びそのメカニ

ズムを明らかにするため、ヒト培養細胞を用いて検討を行った。その結果，神経由来の細胞株

（SK-N-SH）及びその支持細胞（U373MG）においても、MeHg の生体内変換が起こることを

確認した。また，組織における MeHg の脱メチル化は肝臓で最も高く、その反応は活性酸素種

のうち O2
-が関与している可能性が考えられた。次に，MeHg の生体内変換に関与する腸内細菌

を特定するため、ラット腸内容物から調製した菌懸濁液を用いて MeHg の脱メチル化部位を検

討した。その結果、ラット腸における MeHg の生体内変換部位は小腸中部から下の部位で行わ

れていることが明らかとなった。さらに，フラクトオリゴ糖を投与したラットの実験から、MeHg
の生体内変換にはビフィズス菌が関与していることが示唆された。以上の結果から、腸内細菌に

よる MeHg の生体内変換は，MeHg の排泄促進機構であると推察された。 
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１．研究開始当初の背景 
水俣病の原因物質である、メチル水銀

（MeHg）は生体内で脱メチル化され、無機
水銀へと変換（生体内変換）されることが知
られている。これまでの研究から、生体内に
は少なくとも2つの生体内変換過程が存在す
ると考えられる。1つは腸内細菌が関与する反
応であり、もう1つは組織自身が関与する反応
である。研究代表者は、MeHg曝露した動物
の組織中無機水銀濃度が腎臓で最も高く、次

いで肝臓、脳の順であり、MeHgの生体内変
換は組織によって大きく異なる結果を観察し
ている。このように、MeHgの生体内変換に
ついては、現象そのものは確認されているも
のの、そのメカニズムは十分に解明されてい
ない。また、 MeHgの生体内変換の組織特異
性やその生物学的意義役割については明らか
となっていない。 
 
 



２．研究の目的 1-1）MeHg の細胞内蓄積量と無機水銀生成量 
 MeHg の細胞への蓄積は曝露 24 時間後には
プラトーに達し、 MeHg は神経由来の
SK-N-SH 細胞に最も蓄積しやすいことが明ら
かとなった（Fig. 1）。細胞内無機水銀量は時
間とともに増加し、ヒト組織においてもMeHg
の脱メチル化が行われていることが示唆され
た（Fig. 2）。 

（１）ヒト培養細胞株を用いて、ヒトにおけ
るMeHgの生体内変換の有無とそのメカニズ
ムを解明する。 
（２）動物実験により、MeHg の生体内変換
の生物学的意義・役割について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト培養細胞を用いたMeHgの脱メチ
ル化反応機構の解明 
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Fig. 1. Hg accumulation in three cell lines 
after MeHg exposure.  

［研究対象］腎臓中無機水銀は、肝臓などの
他の臓器で変換されたものが移行した結果を
示唆している報告がある。したがって、ヒト
培養細胞株として、代謝を司る肝臓（正常肝
細胞、Chang Liver）、MeHg の標的である神
経由来の神経芽細胞腫（SK-N-SH）及び神経
の支持細胞由来のアストロサイトーマ
（U373MG）を用いた。 
［実験方法］各種細胞に対する MeHg の毒性
については、WST-8 アッセイ及び LDH 活性
により測定した。MeHg 曝露後の細胞内総水
銀濃度は加熱気化法による冷原子吸光度計で
測定した。無機水銀検体は、6N 塩酸酸性下で
トルエン抽出を繰り返し調製した。MeHg の
脱メチル化に対する活性酸素の生成剤または
捕捉剤の影響については、各種薬剤を 30 分間
前処理し、MeHg を 24 時間曝露した。 

▲, SK-N-SH; ■, C. Liver; ●, U373MG 
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（２）腸内細菌を介したMeHgの排泄に関す
る検討 

MeHg の脱メチル化部位を特定するため、 
Wistar 系雌性ラットから腸を摘出後、部位ご
とに切除し、菌懸濁液を調製した．小腸につ
いては 3 等分にした．この菌懸濁液に MeHg
（Hg 濃度として 2 ppm）を添加し、嫌気培
養した。48 時間後、培地中の総水銀濃度及び
無機水銀濃度を測定した。次に、MeHg の脱
メチル化に関与する腸内細菌を推測するため、
菌株が明記されているはっ酵乳等を用いて、
上記と同様にMeHgの脱メチル化の有無を検
討した。 さらに、Wistar 系雌性ラットにフ
ラクトオリゴ糖（FOS, 0.4 g/kg 体重）を 8 週
間経口投与した．FOS 投与 7 週間後から
MeHg を 5 日間同日投与（0.5 μg/ラット）し
た。糞中総水銀排泄量を MeHg 投与開始から
1 週間測定し、組織（血液、脳、肝臓及び腎
臓）中総水銀濃度も測定した。また FOS 投与
期間中、糞中嫌気性菌及びビフィズス菌数及
び総水銀濃度を測定した。 

Fig. 2. Degradation of MeHg in three cell lines 
after MeHg exposure. 
▲, SK-N-SH; ■, C. Liver; ●, U373MG 
 
また、このときの MeHg の脱メチル化率は肝
臓由来の C. Liver において最も高く、MeHg
の脱メチル化は組織によって異なることを確
認した。（Fig. 3）。 

 
４．研究成果 
（１）ヒト培養細胞を用いたMeHgの脱メチ
ル化反応機構の解明 
 ヒト組織における MeHg の脱メチル化の有
無及びそのメカニズムについて検討するため、
MeHg の曝露濃度は MeHg 毒性に対して最も
感受性が高いSK-N-SHの毒性試験の結果に基
づいて、1 μM（最終濃度）で行った。 
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Scheme 1. The electron transfer system and production of 
superoxide anion in mitochondria
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そこで、複合体 I または複合体Ⅲの単独阻害

（ロテノンまたはアンチマイシン）、両複合体

の阻害におけるMeHgの脱メチル化について

検討した。複合体の単独阻害では、Chang 
Liver における MeHg の脱メチル化に変化は

認められなかったが、両複合体の阻害では低

下傾向を観察した（data not shown）。一方、

U373MG においては、変化は観察されなかっ

た。さらに、ラットの報告において MeHg の

脱メチル化を最も阻害した複合体 IV の阻害

剤（アジ化ナトリウム、5-500 μM）を用いて

検討したが、いずれの細胞においても阻害効

果は認められなかった（data not shown）。 

Fig. 3. Degradation of MeHg in three cell lines 
72 h after MeHg exposure. 
1-2）MeHg の脱メチル化におけるメカニズム 
 ラット肝臓に着目した in vivo 及びスライス
実験において、 MeHg の脱メチル化はヒドロ
キシラジカル（OH⋅）ではなく、ミトコンドリ
ア内膜で生成されたスーパーオキサイドアニ
オン（O2-）が関与していることが報告されて
いる。そこで、MeHg の脱メチル化における
O2-生成剤（パラコート、PQ、 100 μM）の修
飾効果を検討したところ，MeHg の脱メチル
化はいずれの細胞においても促進された（Fig. 
4）。また、MeHg の脱メチル化における OH⋅
生成剤（鉄イオン、10 μM）及び OH⋅捕捉剤
（マンニトール、500 または 1000 μM）の影
響についても検討を行ったが、MeHg の脱メ
チル化への OH⋅の関与はいずれの細胞におい
ても認められなかった（data not shown）。 

1-3）小括 
本実験で使用したヒト由来の細胞株のうち、

MeHg は神経由来の細胞株に蓄積しやすいこ

とが明らかとなり、またヒト脳においても

MeHg の脱メチル化が起こっていることが示

唆された。さらに、組織における MeHg の脱

メチル化は肝臓で最も高く、その反応は O2
-

が関与している可能性が考えられた。 

Fig. 4 Effects of PQ and ferrous ion 
on inorganic Hg formation
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（２）腸内細菌を介したMeHgの排泄に関す

る検討 

 ラットの糞やヒトの便から単離した菌株の

うち、大腸菌、乳酸菌、ビフィズス菌及びバ

クテロイデスにおいて、MeHg の脱メチル化

活性が最も高いことが報告されている。 
2-1）MeHg の生体内変換に関与する腸内細菌

のスクリーニング 
 ヒトの腸内細菌叢の最優勢種はビフィズス

菌であり、最優勢種ではないものの、ラット

にも存在する。そこで、MeHg の生体内変換

に関与する腸内細菌を特定するため、ラット

腸におけるMeHgの脱メチル化活性について

検討した（Hg の最終濃度は 2 ppm）。その結

果、小腸の中部及び下部、盲腸の 3 つの部位

において活性が高いことが明らかとなった

（Fig. 5.）。 

細胞内における O2
•-の産生場所はミトコン

ドリアとペルオキシソームが主であり、特に

ミトコンドリアが重要である。ミトコンドリ

アの産生部位は内膜における電子伝達系であ

り（Scheme 1.）、そのほとんどは複合体 I と
Ⅲから生じている。 
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Fig. 5. Demethylation of MeHg by intestinal 
contents in vitro. Fig. 6. Mercury excretion in the feces of rat 

after FOS administration.  
2-2）乳酸菌飲料およびはっ酵乳における

MeHg の脱メチル化 
 

 

動物実験を始めるにあたり、菌株が明記さ

れている乳酸菌飲料等（６商品）を用いて、

MeHg の脱メチル化活性について in vitro 実

験を行った（Hg の最終濃度は 2 ppm）。その

結果、商品によって差があるものの、ビフィ

ズス菌や一部の乳酸菌がMeHgを無機水銀へ

と変換することを観察し、そのうちある種の

ビフィズス菌に最も高い活性を観察した。 
2-3）ラットにおける MeHg の糞中排泄に対

する FOS の効果 
Fig. 7. Correlation between mercury excretion  
and ratio of bifidobacteria in the feces of rat. 

 通常の飼育飼料には、魚由来の水銀が微量
含まれている。そこで、飼料中総水銀濃度、
飼料の摂取量及び糞中総水銀濃度を経時的に
測定し、糞中への水銀の排泄率を算出した。
また、FOS 投与期間中の糞中総嫌気性菌及び
ビフィズス菌数を経時的に測定した。その結
果、水銀の糞中排泄率は FOS 投与 4.4 週間後
から増加傾向が観察されたが、6.4 週間後には
対照群と変わらなかった（Fig. 6.）．一方，糞
中ビフィズス菌の占有率は、FOS 投与 5 週間
後に増加傾向が見られたが、7 週間後には対
照群と変わらなかった（data not shown）。こ
のときの水銀の糞中排泄率と糞中ビフィズス
菌の占有率との間に相関性が認められた（Fig. 
7.）。しかしながら、FOS 投与 7 週間後に
MeHg を 5 日間同日投与した時の糞中への水
銀の排泄率及び組織中総水銀濃度に有意な変
化は認められなかった（data not shown）。 

 
2-4）小活 
 本実験から、ラット腸における MeHg の生
体内変換部位は小腸中部から下の部位で行わ
れていることが明らかとなった。また MeHg
の生体内変換には、ビフィズス菌が関与して
いることが示唆された。以上の結果から、腸
内細菌による MeHg の生体内変換は、MeHg
の排泄促進機構であると推察された。 
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