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研究成果の概要（和文）：　本研究では、メチル水銀が惹起する酸化ストレスによって生じる脳機能障害のメカニズム
の解明を目指した。神経芽細胞腫SH-SY5Y細胞由来のミトコンドリア欠損細胞を用いた解析により、メチル水銀による
神経毒性にはミトコンドリア由来の活性酸素種（ROS）が関与することが示された。また、メチル水銀投与マウスにお
いて、脳部位特異的な酸化が検出された。今後、部位特異的に産生するROSと行動異常との相関を解析したい。

研究成果の概要（英文）：　The purpose of this study is to reveal the mechanism of oxidative neuronal 
injury induced by methylmercury. Reactive oxygen species (ROS) derived from mitochondria were shown to be 
involved in neurotoxicity induced by methylmercury using mitochondrial DNA depleted SH-SY5Y cells. Brain 
region specific oxidation was detected in mice administered with methylmercury. The relationships between 
region specific generation of ROS and behavior disorder induced by methylmercury will be examined in the 
future.
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１．研究開始当初の背景 
 
 水銀は、電池、蛍光灯や防腐剤など、産業
的、医学的に広く用いられてきた。水俣病の
発生以後規制が強化されたが、日本では未だ
に年間 13トン（2006年環境省）が使用され
ている。加えて、大気中へ年 22～31 トン、
公共用水域へ年 0.33 トン以上を排出してお
り（平成 21 年度有害金属対策基礎調査検討
会、環境省）、水銀による環境汚染はまだ続
いている。海洋へ排出された無機水銀は、微
生物によりメチル水銀へ変換され（Nat 
Geosci 6:879）、メチル水銀は海洋生物の体内
で高度に濃縮される。従って、メチル水銀の
ヒトへの影響は、魚介類を多く摂取する日本
人にとって重要な問題であり、厚生労働省は、
2005年、『妊婦への魚介類の摂食と水銀に関
する注意事項』を公表し、メチル水銀の摂取
に注意を促している。 
 経口摂取したメチル水銀は、システインと
結合し、消化管より吸収される。このメチル
水銀-システイン複合体は血液脳関門を容易
に通過し、運動機能障害や知覚障害を引き起
こす。従って、メチル水銀の神経系への影響
は、水銀毒性理解のための中心課題である。 
 酸化ストレスは、メチル水銀による神経障
害の主要なメカニズムである（Brain Res 
1131:1; Mol Brain Res 137:11）。申請者らも、
メチル水銀による神経障害を報告し（Plos 
One 8: e55559）、また、メチル水銀により酸
化ストレスが生じることも確認した。しかし、
酸化ストレスがメチル水銀の主要な毒性メ
カニズムであると認識されているにも関わ
らず、メチル水銀がどのようなメカニズムで
活性酸素種（ROS）を生成するのかについて
は、報告も少なく、議論がある。その原因と
して、メチル水銀のような低分子化合物は、
細胞内動態の解析が困難であることが挙げ
られる。また、惹起された酸化ストレスが in 
vivoでどのように作用するかについては、研
究技術が限定されているため、報告がない。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、（１）培養細胞を用い、メチ
ル水銀による ROS 生成メカニズムを明らか
にし、（２）メチル水銀暴露マウスを使用し、
メチル水銀により惹起される酸化ストレス
と、高次脳機能障害との関連を in vivo で解
析する、ことによって酸化ストレスに端を発
するメチル水銀神経毒性の全体像の解明を
目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
 メチル水銀による神経毒性におけるミト
コンドリアの役割を明らかにするために、神
経芽腫細胞株 SH-SY5Yからミトコンドリア

欠損細胞（ρ0細胞）を作製した。ρ0細胞をメ
チル水銀で処置したときの ROS 生成量やメ
チル水銀に対する感受性を調べ、メチル水銀
毒性におけるミトコンドリアの役割を検討
した。 
 次に、メチル水銀を投与したマウスの運動
機能をロータロッドにより評価した。さらに、
脳内酸化状態を、3-ヒドロキシメチルプロキ
シル（3HMP）を造影剤として用いた核磁気
共鳴画像（MRI）法により画像化し、画像を
解析することにより、脳部位ごとの酸化状態
を算出した。これらの結果より、メチル水銀
による脳内酸化と高次脳機能について考察
した。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）メチル水銀による酸化ストレスと細胞
障害におけるミトコンドリアの関与 
 神経芽腫細胞株 SH-SY5Yを 0.5μg/mL 臭
化エチジウム（EtBr）（0.5EtBr と表記）お
よび、2μg/mL EtBr（2EtBrと表記）の存在
下で 60 日間培養し、ρ0 細胞を作製した。
SH-SY5Y細胞は、EtBr濃度依存的にミトコ
ンドリア DNA を欠失することが明らかとな
った（図１）。また、作製した ρ0細胞は、ミ
トコンドリア呼吸鎖複合体Ⅳ（チトクロム c
酸化酵素）の発現が大きく減少しており（図
２）、その活性も低下していた。さらに、酸
素消費量も減少した（図３）。これらの結果
より、ミトコンドリア機能が大きく欠失して
いる ρ0細胞をSH-SY5Y細胞から作製するこ
とができたと判断した。 
 

図 1. EtBr 処置によるミトコンドリア DNA
の欠失 
 細胞から DNA を抽出し、ミトコンドリア
特異的プライマー（MtDNA1、MtDNA2）を
用いてミトコンドリアDNAを検出した（A）。
また、得られた DNAバンドを Image Jによ
り定量した（B）。 
 
 次に、作製した ρ0細胞をメチル水銀で 24
時間処置し、LDH 法により細胞生存率を測
定した（図４）。SH-SY5Y細胞はメチル水銀
濃度に依存して細胞死が増加し、1μM メチ
ル水銀により 41%、10μM メチル水銀により
98%の細胞が障害を受けた。一方、ρ0細胞は、
1μM メチル水銀処置では細胞死が生じなか
った。従って、ρ0細胞はメチル水銀に対して
耐性を有していることが明らかとなった。背
景の項でも述べたが、メチル水銀による細胞



障害の機序として、酸化ストレスが考えられ
ている。そこで、次に、ρ0細胞をメチル水銀
で処置したときの ROS生成量を測定した。 
 

図 2. EtBr処置によるチトクロム c酸化酵素
の発現と活性の低下 
 細胞を可溶化した後、ウエスタンブロット
によりチトクロム c酸化酵素サブユニットⅣ
の発現を測定した（A）。ミトコンドリアを単
離・精製し、チトクロム cを基質としてチト
クロム c酸化酵素の活性を測定した（B）。 
 

図 3. EtBr処置による細胞の酸素消費量の低
下 
 細胞の酸素消費量を、酸素が存在するとリ
ン光を発する酸素検出プローブ MitoXpress
を用いて測定した。 
 

図 4. ρ0細胞のメチル水銀耐性 
 細胞を様々な濃度のメチル水銀で 24 時間
処置した後、LDH 法により細胞生存率を測
定した。 
 
 細胞をメチル水銀で処置したのち、ROS感
受性蛍光色素である H2DCF-DA を用いて細
胞内ROSを測定したところ（図5）、SH-SY5Y
細胞を 1μM メチル水銀で処置すると、細胞
内ROS量が増加することが明らかとなった。
一方、SH-SY5Y細胞を 10μM メチル水銀で
処置しても、細胞内 ROS に変化は見られな
かった。興味深いことに、ρ0細胞をメチル水
銀で処置したとき、DCFに由来する蛍光の上
昇は全く観察されず、従って、メチル水銀は
ρ0 細胞に酸化ストレスを惹起しないことが
明らかとなった。 
 

図5. メチル水銀処置による細胞内ROS量の
変化 
 細胞をメチル水銀で処置した後 30 分間培
養した。H2DCF-DAを添加後、DCF由来の
蛍光を測定し、数値化した。 
 
 以上の結果より、低濃度（1μM）のメチル
水銀は神経細胞に酸化ストレスを誘導し、そ
の結果、細胞死が生じることが明らかとなっ
た。1μM メチル水銀は、ρ0 細胞には酸化ス
トレス、細胞死共に引き起こさなかったこと
から、低濃度メチル水銀処置時の ROS 生成
源はミトコンドリアであることが示唆され
る。高濃度（10μM）メチル水銀で SH-SY5Y
細胞と ρ0細胞を処置しても、細胞内 ROS量
の増加は認められなかったことから、高濃度
メチル水銀により引き起こされる細胞死に
は酸化ストレスは関与しないと考えられる。
メチル水銀はタンパク質合成の阻害（J 
Neurochem 44:1799）やマイクロチューブの
脱重合（J Toxicol Sci 23:379）を引き起こす
ことから、細胞が高濃度メチル水銀に曝され
ると、上記のような酸化ストレスに依存しな
いメカニズムで細胞死が生じるのかもしれ
ない。 
 
（2）MRI を用いたメチル水銀投与マウスの
脳内酸化測定の試み 
 私たちは 3HMP を造影剤として用いた
MRI法により、アルツハイマー病モデルマウ
ス（3xTg AD マウス）の脳内酸化測定に成



功している（Free Radic Res. 47:731）。そこ
で、この測定法を用い、メチル水銀投与マウ
スの脳内酸化状態の画像化を目指した。 
 雄性 ICRマウスに 4mg/kg/dayの用量でメ
チル水銀を経口投与し、ロータロッドで運動
機能を測定した（図 6）。マウスのロータロッ
ド上の滞在時間は、投与 4週間までは変化が
認められなかったが、投与 5週後に滞在時間
が短縮する傾向が表れ、投与 6週後からロー
タロッド上の滞在時間が有意に短縮した。本
研究では、メチル水銀による障害の表現型が
現れる前の脳内変化を捉えることを目的と
しているため、メチル水銀投与 3週間後のマ
ウスの脳内酸化を測定することとした。 
 

図 6. メチル水銀によるマウス運動機能の変
化 
 雄性 ICRマウスに 4mg/kg/dayの用量でメ
チル水銀を経口投与した。ロータロッドによ
り、継時的に運動機能を測定した。 
 
 メチル水銀を 3 週間投与したマウスに 1 
μmol/kg の用量で 3HMP を尾静脈から投与
した。直ちに、1mm 厚の脳内 T1 強調画像
（2回積算）を計 10分間撮像した（図 7）。
3HMPは、還元状態で T1によるコントラス
トを生じるため、脳内が酸化されるほど T1
シグナルが低下する。 
 得られた画像について、脳部位（大脳皮質
運動野、大脳皮質視覚野、大脳皮質体性感覚
野、視床、視床下部、線条体、黒質、扁桃体、
海馬、下丘、小脳）ごとのシグナル強度を解
析した結果、メチル水銀投与マウスにおいて、
大脳皮質運動野、大脳皮質体性感覚野、大脳
皮質聴覚野、および、海馬でシグナル強度が
減少していることが明らかとなった。従って、
メチル水銀は、脳内酸化を引き起こすこと、
さらに、酸化の程度は脳部位ごとに異なるこ
とが明らかとなった。 
 ロータロッドは協調運動障害を評価する
試験であり、その責任部位は主に小脳である。
しかし、末梢神経が障害された場合もロータ
ロッドの成績が低下する。従って、本研究で
確認された運動機能障害と脳内酸化との関
連については、末梢も含めた検討が必要であ
ろう。さらに、私たちは、メチル水銀投与マ
ウスの表現型として、聴覚障害が生じること

を明らかにしている。従って、蝸牛で感知し
た聴覚刺激を大脳皮質聴覚野に伝える聴覚
伝導路の一部が障害を受けていると考えら
れる。上述のように、大脳皮質聴覚野はメチ
ル水銀により強く酸化されていることから、
聴覚異常と脳内酸化との関連も調べられる
べきである。 
 

図 7. 3HMPによる脳内酸化状態の画像化 
 メチル水銀を 4mg/kg/dayの用量で 3週間
経口投与した。3HMPを尾静脈から投与した
後、T1強調画像を撮像した。 
 
 本研究では、神経細胞由来のミトコンドリ
ア欠損細胞を用いた in vitro系、メチル水銀
投与マウスを用いた in vivo 系の双方からメ
チル水銀により引き起こされる酸化ストレ
スの発生機序と役割を検討した。メチル水銀
は、ミトコンドリアからの ROS 産生を誘導



すること、ミトコンドリア由来の ROS が神
経細胞死を引き起こすことを明らかにした。
また、メチル水銀は、行動異常が起こる前に
脳内酸化を誘導し、その酸化の程度は脳部位
ごとに異なることが示された。本研究では、
メチル水銀により産生される ROS の本態の
一端を明らかにした。今後、部位特異的に産
生するROSと行動異常との関連付けを行い、
メチル水銀による神経毒性のメカニズム解
明に努めたい。 
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