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研究成果の概要（和文）：　オレアノール酸（OA）サポニン誘導体の中で、すでに臓器への水銀蓄積を抑制する
ことで抗メチル水銀（MeHg）活性を示すことを見出していたOA 3-グルコシドに加え、OA3位オルトエステル体に
抗MeHg活性が認められた。in vivoにおいてこれらの化合物の抗MeHg活性をさらに検証したところ、OA 3-グルコ
シドは臓器への水銀蓄積を抑えるだけでなく、MeHgによる中枢神経障害を軽減させることで、メチル水銀による
運動機能障害を改善させる可能性が示された。またOA3位オルトエステル体は主に低濃度MeHgばく露条件におい
て水銀の臓器蓄積を抑制した。

研究成果の概要（英文）：　Oleanolic acid（OA) 3-ortoester was found as compounds exhibiting 
anti-methylmercury (MeHg) activity, in addition to OA 3-glucoside which has already been shown to 
exhibit anti-MeHg activity by suppressing mercury accumulation in organs.
OA 3-glucoside not only suppressed mercury accumulation in organs but also ameliorated motor 
dysfunction due to MeHg by supressing neuropathy caused by MeHg.
 In addition, OA orthoester suppressed the accumulation of mercury in the organ under low 
concentration MeHg exposure condition.

研究分野：毒性学

キーワード： メチル水銀　抗メチル水銀薬　サポニン化合物　オレアノール酸サポニン誘導体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　我々は食餌を介して微量ながらも絶えずMeHgにばく露し続けている。本研究で見出したOA3-グルコシドおよび
OA3位オルトエステル体は、腸管におけるMeHgの吸収を抑制することで効果を発揮しているものと考えられ、日
常的に摂取することで低濃度MeHgの影響を予防する効果も期待できる。これは、日常的に魚介類の摂食等により
ばく露される量のMeHgが胎児へのリスクとなりうる妊婦において特に有効性が高いと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
わが国は、水銀汚染を原因とした深刻な健康被害を呈する水俣病を経験した。一方、世界規
模でみると、アマゾン川流域や中国等、未だ深刻な水銀汚染が認められる地域が存在する。水
銀は工業的に有用な物質であるため、温度計や圧力計等の計器、電極、水銀灯、歯科用アマル
ガムなど多様な用途があり、これらの製造・使用・廃棄の工程で排出される。また、水銀は地
殻に含有するため、食物中の水銀濃度をゼロにすることはできない。水銀は主として環境中に
存在する微生物によってメチル水銀 (MeHg) へ変換される。MeHgは食物連鎖により濃縮され
るため、マグロ等の高次消費者へ蓄積し、それらを摂取することで、我々は微量ながらも絶え
ずMeHgばく露を受け続けている。 
高濃度MeHgの毒性は詳細に研究されており、水俣病に代表される神経毒性をはじめ、腎臓、
肝臓、心臓等様々な臓器へ影響を及ぼすことが示されている。低濃度 MeHg に関しては近年、
MeHgの胎児期のばく露が運動機能に影響を与える可能性 (Suzuki K. et al. Environ Res 2010) 
や、成人期に “耐容週間摂取量”相当の低濃度MeHgを長期間摂食することで、心疾患のリスク
を高める可能性 (Yaginuma-Sakurai K. et al. Neurotoxicol Teratol 2010) が示唆されており、MeHg
は現在の我が国におけるばく露状況に即した低濃度反復ばく露によっても我々の健康へ悪影響
を与える可能性が懸念される。 

MeHgの急性中毒に対しては、キレート作用を持つ N‐アセチルシステインや 2,3‐ジメルカプ
トプロパンスルホン酸等が用いられ、MeHg の体外排出を促進することで臨床薬として使われ
ている。実験的には α-トコフェロールやグルタチオン等の化合物がMeHgによる神経傷害に対
し保護的に働くとされる (Watanabe J et al. J. Toxicol Sci 2009; Saneliu C et al. Neurotoxicology 
2001) が、これらは主として高濃度 MeHg ばく露に対する効果を検討しており、マグロなどの
MeHgを含有する食事から日常的にばく露されるような MeHgの低濃度・反復ばく露に対する
解毒薬研究はみられない。研究代表者は、平成 27-28年度科研費若手(B)(課題番号 15K18887) の
助成により、生薬由来サポニン化合物の探索を行い、オレアノール酸 (OA) 3-グルコシドが
MeHgの腸管吸収を阻害することで MeHgの臓器移行を抑制する新規作用点をもつ抗 MeHg薬
となる可能性を見出した。 
 
２．研究の目的 
低濃度MeHgばく露に対して有効な新規抗MeHg薬を OAサポニン誘導体化合物ライブラリ
ーより新たに見出すこと、最近見出した OA 3-グルコシドの作用点を明らかにすることを目的
とし、(1) OAサポニン誘導体ライブラリーからの新規抗MeHg薬の創薬、(2) in vivoにおける
OA3-グルコシドおよび新規抗MeHgのMeHg毒性抑制作用の検証を目指した。 

 
３．研究の方法 
(1)  OAサポニン誘導体ライブラリーからの新規抗MeHg薬の創薬 
① OAサポニン誘導体ライブラリーからの新規抗MeHg化合物の探索 

MeHgの毒性影響に対する化合物の評価には MeHg吸収部位である腸管を想定し、ヒト腸管
由来の Caco-2 細胞を用い検討を行った。細胞に OAサポニン誘導体 (1-10 µM) を前処理し、
一時間後にMeHg (1-10 µM) をばく露し、24時間培養後に細胞生存率を指標に影響評価した。
次に、OA サポニン誘導体を Caco-2 細胞へ前処理した後、20 分後に放射標識した 14CH3HgCl
を細胞にばく露し、30分後に放射活性を測定することで、Caco-2細胞内へのMeHg取込みに対
する候補化合物の効果について検討した。 
 
② OAに結合するグルコースの結合部位の違いによる抗MeHg活性変化の検討 
 OAの C3位もしくは C28位にグルコースが結合した化合物（OA 3-グルコシド、OA 28-グル
コシド、OA 3,28-ジグルコシド：図 1）について抗 MeHg 活性の違いを検討した。①と同様に
Caco-2に化合物を添加した一時間後にMeHgをばく
露し、24時間後に細胞生存率を測定した。また、化
合物を Caco-2 細胞へ前処理した後、20 分後に
14CH3HgClをばく露し、30分後に放射活性を測定す
ることで、Caco-2細胞内のMeHg量を測定した。 
 
(2)  MeHg毒性予防・軽減作用を持つ生薬由来化合物の効果の検証 (in vivo)  
① OA-3グルコシドの抗MeHg活性の検証 

MeHg に関して、神経症状を主とした中毒を起こしうる高濃度ばく露群および実社会におい
てばく露しうる低濃度ばく露群を含む複数条件を設定し検討を行った。OA-3 グルコシドを前
投与し、1時間後に MeHgをばく露した。MeHgおよび化合物は週 5回 4週間経口投与した。
実験 4週目に回転する円柱棒の上にマウスを乗せ、落下するまでの経過時間を測定するRota rod
試験を行い、運動機能を評価した。投与期間の終了後に脳をパラフィン包埋した後切片を HE
染色し、組織学的検討を行った。 
 
② OA3位オルトエステル体の抗MeHg活性の検証 
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図 1 OA3グルコシドの構造 



MeHg 濃度は① の実験と同様に設定した。 (1)
で新たに見出した OA3 位オルトエステル体を前
投与し、1 時間後に MeHg をばく露した。MeHg
および化合物は週 5回 4週間経口投与した。ばく
露期間中は週 1回体重を測定した。最終ばく露 24
時間後に解剖し、脳、肝臓、腎臓を採取した。肝
臓・腎臓の水銀含有量を測定することで、MeHg
の体内蓄積及び排出への影響について検討した。
また、脳組織における炎症性サイトカイン
（IL-1β, IL-6）濃度を測定し MeHg による脳組
織の障害に対する影響について検討した。 
 
４．研究成果 
(1)  OA サポニン誘導体ライブラリーからの新規
抗MeHg薬の創薬 
① OA サポニン誘導体ライブラリーからの新規
抗MeHg化合物の探索 

OA をアグリコンとするサポニン誘導体につい
て抗MeHg作用を検討したところ、OAの C3位オ
ルトエステル体はMeHgばく露による細胞死を有
意に抑制した。（図 1A）。次に、 OA3位オルトエ
ステル体がCaco-2細胞へのMeHg取込みへ与える
影響について検討した。OA3位オルトエステル体
を Caco-2細胞へ 20分間前処理し、5 µMのMeHg
を 30 分間ばく露したところ、OA3 位オルトエス
テル体は 3 µMの前処理によって細胞内 MeHg量
を有意に減少させた（図 1B）。    
 以上より Caco-2 細胞において、OA3 位オルト
エステル体は細胞内へのMeHg蓄積を抑制するこ
とでMeHg毒性抑制作用を示すことが示唆された。 
  
② OA に結合するグルコースの結合部位の違い
による抗MeHg活性変化の検討 
 OAの C3位にグルコースが結合した OA3-グル
コシドが抗MeHg活性を示したことから、OA骨格へのグルコースの
結合部位の違いによる抗 MeHg 活性の違いについて細胞生存率を指
標に検討したところ、OA 3-グルコシドが有意にMeHgによる細胞死
を抑制した一方で、OA 28-グルコシド、OA 3,28-ジグルコシドはMeHg
による細胞死にはほとんど影響を与えなかった（図 2）。次に、これ
ら化合物が Caco-2細胞内へのMeHg取り込みに与える影響について
検討したところ、OA 3-グルコシドは細胞内MeHg量を有意に減少さ
せた一方で、OA 28-グルコシド、OA 3,28-ジグルコシドは細胞内MeHg
量にほとんど影響を与えなかった（図 3）。 
以上より、OAサポニン誘導体の抗MeHg活性には C3位へのグル
コースの結合および C28 位カルボキシ基の活性が重要である可能性
が示された。 
 
(2)  MeHg 毒性予防・軽減作用を持つ生薬由来化合物の効果の検証 
(in vivo)  
① OA-3グルコシドの抗MeHg活性の検証 
 In vitroでMeHg毒性抑制作用が示唆された候補
化合物について in vivoにおいて効果を検証した。 
まず、OA 3-グルコシドについて、MeHgによる
神経障害に対する効果を検証した。MeHg による
運動機能障害に対する OA 3-グルコシドの効果を
検討するため、Rota rod 試験を行ったところ、4 
mg/kg MeHgばく露群において、OA 3-グルコシド
は落下までの経過時間を延長させた。 
また、MeHgによる中枢神経障害に対する OA 3-
グルコシドの効果を検討した。4 mg/kg MeHg群に
おいて、コントロール群では見られなかった小脳
プルキンエ細胞の凝集が認められた一方、4 mg/kg 
MeHg投与前に OA 3-グルコシドを処理すると、凝

図 2 OA3位オルトエステル体の抗 MeHg作用 

図 3 MeHgによる細胞死に対する OAグルコシドの効果 

図 4 細胞内 MeHg取り込みに対する OAグルコシドの効果 

図 5 MeHgによる運動神経障害に対する 
OA3-グルコシドの効果 

図 6 MeHgによる小脳組織障害に対する OA3-グルコシドの効果 
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集したプルキンエ細胞の数は減少した（図 6）。 
これらの結果より、OA3Glu は大脳皮質及び小
脳において MeHg による中枢神経障害を改善し、
MeHg による運動機能障害を軽減させることが示
唆された。 

 
② OA3 位オルトエステル体の抗 MeHg 活性の検
証 
次に、OA3位オルトエステル体の抗MeHg作用
に関してマウスを用いて検討した。週 5 回、4 週
間にわたり OA3 位オルトエステル体及び MeHg
をマウスに経口投与し、解析を行った。 
投与終了後、MeHg が高蓄積する臓器である肝
臓、腎臓における総水銀濃度を測定したところ、
いずれのMeHgばく露濃度においてもOA3位オル
トエステル体処理により肝臓・腎臓中総水銀濃度
が減少する傾向が認められた。中でも低濃度
MeHg (0.02 mg/kg) ばく露群において顕著な肝
臓・腎臓中総水銀濃度の減少が認められた（表 1）。 
また、MeHg は脳組織において炎症性サイトカ
インの放出を誘導することが報告されているため、
次に炎症性サイトカイン（IL-1β, IL-6）の脳組織
中産生量を測定した。IL-1β, IL-6のどちらのサイ
トカインもMeHgばく露濃度が上昇するにつれ産
生量が増加し、5 mg/kg MeHgばく露群で有意に脳組織中産生量が増加したが、OA3位オルト
エステル体はMeHgによる IL-1β, IL-6産生の上昇を有意に抑制した （図 7AB）。 
 以上より、OA3位オルトエステル体は低濃度MeHgばく露条件において臓器中への水銀蓄
積を抑制し、高濃度MeHgばく露条件においてもMeHgによる中枢神経障害を抑制する可能性
が示された。 
 

OA 3-グルコシドは高濃度のMeHgばく露においてMeHgによる神経障害を抑制する一方で、
OA3位オルトエステル体は低濃度MeHgばく露に対して顕著に臓器への水銀蓄積を抑制する効
果があることが示唆された。これらの化合物がそれぞれ異なる濃度のMeHgばく露条件におい
て効果を示したことから、2 種の化合物を併用することにより幅広い濃度条件の MeHg ばく露
に対応することができる可能性が考えられた。今後、これら化合物のMeHg毒性抑制効果の作
用メカニズムに関して解析を進めていく必要がある 
 
以上の結果から、オレアノール酸のサポニン誘導体 OA 3-グルコシド、OA3位オルトエステ
ル体はどちらも MeHg の細胞への取り込みを抑制することによって臓器への蓄積を低下させ、
MeHgによる生体影響を防ぐ治療薬・予防薬となる可能性が示された。 
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図 7 脳組織中炎症性サイトカイン産生に対する OA3位オルトエステル体の影響 
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