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研究成果の概要（和文）： 本研究では，メチル水銀による中枢神経障害の発現機構の解明に向

け，タンパク質分解酵素と細胞外基質分子の動態を解析した．研究期間内において，メチル水

銀により活性化されたタンパク質分解酵素 MMP-2 が細胞外基質分子ニューロカンを分解するこ

と，メチル水銀は神経細胞の形態変化を引き起こすことを見出した．また脳組織には細胞内領

域を欠いた膜貫通型分子ニューログリカン Cが存在することを明らかにした． 

 
研究成果の概要（英文）：  To clarify the molecular mechanism of neurotoxicity induced by 
methylmercury, we investigated extracellular matrices and their degradation enzymes. In 
this study, we showed that methylmercury-activated matrix metalloproteinase MMP-2 
cleaved neurocan, an extracellular proteoglycan. Then, we also indicated the occurrence 
of a soluble form of neuroglycan C, a transmembrane proteoglycan in rodent brain. 
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１． 研究開始当初の背景 

メチル水銀による中枢神経障害の発現機

構は水俣病の発症が確認されてから４０年

以上が経過した現在も不明のままである．そ

の一方で，世界的にはメチル水銀による環境

汚染が大きな社会問題となっている地域も

あり，メチル水銀の中枢神経障害に関する基

礎研究の発展が求められていた． 

 
 

２．研究の目的 

これまでメチル水銀の毒性に関する研究
は，いずれも細胞内の事象を対象として行わ
れてきた．しかしメチル水銀毒性の中枢神経
系および胎児への特異性を説明する分子機
構は明らかになっていない．そこで本研究で
は，細胞外環境分子，タンパク質分解酵素と
細胞外基質分子の動態を解析することで，メ
チル水銀による中枢神経障害の発現機構の
解明に向け糸口を得ようと考えた． 
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３．研究の方法 

本研究では，メチル水銀が神経細胞の細胞
外環境分子の動態に及ぼす影響を初代培養
神経細胞において解析した．さらに試験管内
で，メチル水銀の標的分子タンパク質分解酵
素メタロプロテアーゼと神経細胞の細胞外
基質分子プロテオグリカンとの相互作用を
調べた． 
(1)メチル水銀が細胞外環境分子の動態にど
のような影響を及ぼすかを，ラット胎仔脳由
来神経細胞の培養系にメチル水銀を添加し
解析する． 
(2)初代培養神経細胞の観察から発現の確認
されたメタロプロテアーゼが神経細胞の細
胞外環境を形成するプロテオグリカンを切
断する活性があるかを確かめる． 
 
４．研究成果 
(1) メチル水銀により活性化された MMP-2
はニューロカンを分解する 
有機水銀化合物はタンパク質分解酵素の

メタロプロテアーゼ群を活性化する性質が
あることから，同様にメチル水銀もメタロプ
ロテアーゼを活性化できるのではないかと
考えた．そこで神経細胞の細胞外環境に存在
するメタロプロテアーゼ MMP-2とメチル水銀
を試験管内で混合すると，メチル水銀は有機
水銀化合物 APMA と同程度に MMP-2 を直接に
不活性型から活性型に変換しうることをゼ
ラチンザイモグラフィーで確認した(図１)． 
 

 
 
中枢神経組織の細胞外環境は他の組織と

は大きく異なり，細胞外基質分子プロテオグ
リカンが主要成分である．実際にラット脳か
ら調製したプロテオグリカン群に試験管内
であらかじめメチル水銀で活性化した MMP-2
を作用させると脳特異的プロテオグリカン

のニューロカンを分解した(図２)．その一方
で MMP-2は他のプロテオグリカンであるホス
ファカンなどには影響しなかった． 
 

 
 

これらのことからメチル水銀による中枢
神経障害の発現機構に対し，つぎのような仮
説を立てた．すなわち「メチル水銀は神経細
胞周囲のメタロプロテアーゼを直接に過剰
に活性化し，中枢神経特異的なプロテオグリ
カンを異常に分解し，正常な細胞外環境の形
成を阻害する」という考えである． 
 
(2) メチル水銀は神経細胞の形態変化を引
き起こす 

中枢神経細胞がプロテオグリカンにより
構築される細胞外環境/神経細胞周囲網に取
り囲まれている点に注目し，メチル水銀が神
経細胞周囲網の形成に及ぼす影響を解析す
ることを試みた．まずラット胎仔脳由来培養
神経細胞における神経細胞周囲網の形成過
程を，共焦点レーザー顕微鏡をもちいてプロ
テオグリカン結合レクチンの反応性から観
察した(図３)．プロテオグリカン結合レクチ
ンの反応は，培養 7 日目頃から神経細胞の周
辺に現れ，培養 14 日，21 日と徐々に強くな
った。神経細胞周囲網は，ラット脳組織内で
は生後 3 週間頃までに形成されることから，
培養系においても脳組織での発現パターン
と類似していることがわかった．一方，同じ
培養系にメチル水銀を種々の濃度で添加し
て，神経細胞の生存率を調べると，メチル水
銀無添加の場合に比べて，0.5 M では約 50%
の生存率に低下したが，0.1 M 以下では 3週
間の培養期間を通じて有意な差はなかった． 

以上の結果を踏まえ，現在は，顕著な細胞
毒性を示さない濃度（0.1 M 以下）のメチル
水銀を培養神経細胞に添加して，神経細胞周
囲網の形成過程が変化するかを調べている． 



 

 

 

 
 
(3) 脳組織には細胞内領域を欠いたニュー
ログリカン Cが存在する 

ニューログリカン Cは脳特異的な膜貫通型
プロテオグリカンである．ニューログリカン
C の細胞外領域には培養神経細胞の神経突起
伸長を促進する活性がある．このことからニ
ューログリカン Cは切断され，その結果生じ
るニューログリカン C の細胞外領域(可溶性
ニューログリカン C)が生理機能を発揮して
いることが予想された．そこで脳組織にニュ
ーログリカン Cの細胞外領域が存在すること
を確かめるために，ラット脳から可溶性画分
と膜画分を調製した．脳の膜画分からは全長
型ニューログリカン C とニューログリカン C
の細胞内領域が得られた．一方，脳の可溶性
画分からは細胞内領域を欠いたニューログ
リカン C が検出された(図４)． 
 

 
 
ラット胎仔から得た神経細胞の初代培養

系では，全長型ニューログリカン C は細胞層

に，低分子量の可溶性ニューログリカン C は
培養上清に回収された．この培養系に各種プ
ロテアーゼ阻害剤を添加したところ，可溶性
ニューログリカン Cの遊離は，メタロプロテ
アーゼ阻害剤 TAPI-1，組織性メタロプロテア
ーゼ阻害因子 TIMP-2，および TIMP-3 で効果
的に阻害されたが，TIMP-1 では阻害されなか
った．プロテアーゼ阻害剤の特異性から，こ
の切断には膜型メタロプロテアーゼ MT-MMP
の関与が考えられた．そこで，ラット脳から
精製したニューログリカン C に MT-MMP 触媒
領域の組換え酵素を作用させると，ニューロ
グリカン Cは二つのタンパク質断片に分断さ
れ，その切断点はラット，マウス，ヒトで保
存されていることが明らかとなった(図５)． 
 

 
 

以上の結果から，ニューログリカン Cは神
経細胞表面に細胞膜貫通型として発現した
後に，膜型メタロプロテアーゼ MT-MMP によ
って切断されることでその構造を変化させ
ると考えられる(図６)．現在は，可溶性ニュ
ーログリカン C，および細胞膜に残存するタ
ンパク質断片の生理活性を細胞，および動物
個体で調べている． 
 

 
 

中枢神経系における膜型メタロプロテア
ーゼの役割についての報告は極めて少ない．
今後もニューログリカン Cを膜型メタロプロ
テアーゼの新規基質として，精力的に解析を
進めていきたい． 
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