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研究成果の概要（和文）：　本研究では、マイクロダイセクション装置を用いてラット小脳の各神経細胞層 (プルキン
エ細胞、顆粒細胞、分子層神経細胞) を分離し、抗酸化酵素のmRNA発現量について検討した。その結果、メチル水銀に
よる顆粒細胞の脆弱性に抗酸化酵素であるMn-SOD, GPx1およびTRxR1発現量の少なさが関与することが示唆された。
　また、低濃度メチル水銀の胎児期曝露によって神経病変を誘発せずに神経機能障害 (協調運動障害) を発症する原因
について探究し、低濃度メチル水銀によって小脳顆粒細胞特異的なシナプス形成不全が生じていることを見出した。

研究成果の概要（英文）：   We isolated granule, Purkinje and molecular layer's neurons in rat cerebellum b
y using microdissection system and performed real-time PCR analyses for anti-oxidative enzymes. The result
s suggest that low expression of anti-oxidative enzymes (Mn-SOD, GPx1 and TRxR1) causes CGCs vulnerability
 to MeHg toxicity.
   Next, neurobehavioral analyses revealed that exposure to a low level of MeHg during developmental cause
d a significant deficit in the motor coordination of rats. The expression of synaptophysin, a marker prote
in for synaptic formation, significantly decreased in cerebellar granule cells. These results showed that 
exposure to low-dose MeHg during development induces the dysfunction of motor coordination due to changes 
of synaptic homeostasis in cerebellar granule cells.  
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１．研究開始当初の背景 

水俣病に代表されるメチル水銀中毒症は、

通常の毒性物質が通過できない脳血液関門

をメチル水銀が通過し、重篤かつ不可逆的な

神経障害を引き起こす疾患である。その原因

病巣は主に中枢神経および末梢神経であり、

病巣部位に伴う特徴的な神経障害が報告さ

れているが、その部位や細胞種は限定されて

いる。成人期におけるメチル水銀中毒におい

ては、小脳顆粒細胞、大脳皮質深部、後根神

経に神経変性（細胞死、軸索変性）が認めら

れるが、小脳プルキンエ細胞、海馬、前根神

経では病変を引き起こさない。 

このようなメチル水銀毒性の選択的神経

細胞障害については、水俣病が発見された

1950 年代から現在にいたるまで、様々な研究

が行われてきたが、未だ解明には至っていな

い。本選択的神経細胞障害のメカニズムが解

析されれば、原因因子の解明によるメチル水

銀中毒の診断、予防および治療において有益

な情報になりうるはずである。申請者等(藤

村、臼杵) もこの選択的神経細胞障害の決定

因子を探求すべく実験動物であるマウスお

よびラットを用いて研究を行ってきた。マウ

スを用いた研究では、メチル水銀曝露が虚血

等の外部刺激に脆弱性が高い海馬には影響

しないが、大脳皮質深部に特異的に神経病変

（神経細胞死）を発生させ、その原因として

大脳皮質深部に特異的に c-jun-N-terminal 

kinase 経路の活性化が関与していることを

見出した。なお、本実験において組織への水

銀蓄積性の違いを疑ったが、組織中水銀濃度

と神経病変には関係が無いことが明らかに

なった。また、ラットを用いた研究において、

知覚神経系である前根神経には神経変性（神

経細胞死、軸索変性等）を引き起こさないが、

感覚神経系である後根神経に特異的な神経

変性を生じさせ、その原因として Rho-ROCK

経路の活性化が関与していることを明らか

にした。上記決定因子の解析においては各脳

神経部位をピンセットにより分離し、特定蛋

白質の増減をウェスタンブロッティングに

より同定する手法を用いた。しかしながら、

本手法では特定の神経細胞を個別に分取す

ることは不可能である。よって、上記の手法

により解析した結果は、多種多様な神経細胞

や神経細胞以外のグリア細胞も含むサンプ

ルを解析した結果であり、実際に障害を受け

ている神経細胞のみの情報ではないため、メ

カニズム解明の一端には成り得るが根本解

明には到達していないことが現実である。一

方、細胞個々の蛋白質および mRNA 発現の解

析方法として組織切片を用いた免疫染色法

や In situ hybridization 法があるが、解析

にはある程度の発現量が必要で、かつ定量性

にも乏しいことから細胞個々の因子解明に

用いるには不十分である。 

それでは細胞個々の因子解析を行う方法

はあるのだろうか？ 近年、組織切片上から

マイクロダイセクション法によって、細胞

個々を分離し、その mRNA 発現量を測定する

画期的な手法が開発された。本方法を用いれ

ば細胞個々のメチル水銀毒性に対する寄与

が明らかになり、メチル水銀毒性の選択的神

経細胞障害の詳細解析が可能になる。現在、

様々な研究分野において本方法を用いた解

析による成果が出てきている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、実験動物においてもメチル水



銀毒性中毒と同様の病変が得られた３部位

（小脳顆粒細胞、後根神経、大脳皮質深部）

に絞り込み、研究を行う。①まず、実験動物

としてラットを用いてメチル水銀中毒モデ

ルを作成し、マイクロダイセクションシステ

ムを用いて小脳の顆粒細胞とプルキンエ細

胞を分離し、小脳神経細胞の毒性防御系およ

び機能維持に重要な役割を果たしていると

考えられる遺伝子群（Ubiquitin-proteasome

経路、Autophagy-lysosome 経路等）の発現増

減について測定を行う。また、同じラットを

用いて末梢神経である後根神経と前根神経

を分離し、神経軸索の維持に関係する

Rho/ROCK 経路等について測定を行う。②次

に実験動物としてマウスを用いたメチル水

銀中毒モデルにおいて大脳皮質深部と海馬

を分離し、酸化ストレス因子等の発現につい

て測定を行う。③更に決定因子候補蛋白の機

能を明確に証明するために、動物実験によっ

て絞られた候補蛋白を培養神経細胞中で変

動させることによって、メチル水銀毒性に対

する影響を検証する。以上の研究によって、

メチル水銀中毒に特異的な選択的神経細胞

障害の決定因子を確定する。 

 

３．研究の方法 

本研究では、まず、実験動物としてラット

を用いてメチル水銀中毒モデルを作成し、マ

イクロダイセクションシステムを用いて小

脳の顆粒細胞とプルキンエ細胞を分離し、小

脳神経細胞の毒性防御系および機能維持に

重要な役割を果たしていると考えられる遺

伝 子 群 (Ubiquitin-proteasome 経 路 、

Autophagy-lysosome 経路等) の発現増減に

ついて測定を行う。また、同じラットを用い

て末梢神経である後根神経と前根神経を分

離し、神経軸索の維持に関係する Rho/ROCK 

経路等について測定を行う。次に実験動物と

してマウスを用いたメチル水銀中毒モデル

において大脳皮質深部と海馬を分離し、酸化

ストレス因子等の発現について測定を行う。

更に決定因子の機能を明確に証明するため

に、動物実験によって絞られた決定因子候補

蛋白を培養神経細胞中で変動させることに

よって、メチル水銀毒性に対する影響を検証

する。 

 

４． 研究成果 

(1) 中枢神経系へのメチル水銀毒性に関する

マイクロダイセクション法を用いた解析  

ラットを用いたメチル水銀曝露モデルで

は小脳において小脳顆粒細胞特異的に神経

病変 (神経細胞核の濃縮, TUNEL 陽性神経細

胞, GFAP 陽性アストロサイト, および Iba1

陽性ミクログリアの発現) が起こる。この現

象はヒトにおけるメチル水銀中毒と類似し

ており、メチル水銀の小脳における神経毒性

メカニズム研究に有用である。マイクロダイ

セクション装置を用いてラット小脳の各神

経細胞層 (プルキンエ細胞、顆粒細胞、分子

層神経細胞) を分離し、抗酸化酵素である Cu, 

Zn-SOD, Mn-SOD, GPx1, TRxR1 お よ び

Catalase の mRNA 発現量について検討した。

その結果、メチル水銀毒性に対して脆弱な顆

粒細胞層において他の神経細胞 (プルキン

エ細胞, 分子層神経細胞) よりも Mn-SOD, 

GPx1 および TRxR1 の mRNA が少ないことが明

らかになった。この結果は免疫組織染色によ

る各蛋白質の分布と一致し、メチル水銀によ

る顆粒細胞の脆弱性にMn-SOD, GPｘ１および

TRxR1 発現量の少なさが関与することが示唆

された。 

さらに、硫化水素産生酵素の各神経細胞

mRNA についても発現解析を行った。その結果、

メチル水銀毒性に対して抵抗性を示す神経

細胞層 (プルキンエ細胞, 分子層神経細胞) 



において硫化水素産生酵素(CSE, CBS) の発

現がメチル水銀毒性に対して脆弱な顆粒細

胞層よりも多いことを明らかにした。この結

果は免疫組織染色による蛋白質の分布と一

致した。さらに、CSE KO マウスにおいて、メ

チル水銀曝露によって振戦を伴う選択的な

プルキンエ細胞傷害が観察された。以上のこ

とから、メチル水銀毒性に対する抵抗性に硫

化水素が重要な役割を果たしていることが

示唆された。 

 

(2) メチル水銀の胎児期曝露における中枢神

経病変の解析 

実験動物 (ラット) へのメチル水銀胎児

期曝露 (5 ppm, 飲水投与) によって小脳顆

粒 細 胞 の シ ナ プ ス 形 成 蛋 白 で あ る

Synaptophysin 減少を伴う協調運動障害が引

き起こされることが明らかになった。この結

果から、メチル水銀の胎児期曝露による協調

運動障害が本蛋白の減少に起因することが

示唆された。さらに、Synaptophysin 低下の

原因と考えられる、メチル水銀の胎児期曝露

によって脳内で減少する神経栄養因子関連

物質 (BDNF 抗体に反応するが、分子量が本来

の BDNF の分子量である 27 kD よりも大きい) 

について、質量分析法を用いた同定を試みた。

その結果、腫瘍抑制因子の一種で細胞形成に

も関与する Maspin, シグナル伝達を制御す

る B-cell linker protein (BLNK), およびペ

プチド延長因子である Elongation factor 1 

(EF-1) を原因候補物質として同定すること

ができた。 

さらに、メチル水銀の胎児期曝露によって

引き起こされる小脳のシナプス異常の原因

因子と考えられる候補物質(eEF1A) につい

て、培養細胞を用いた機能判定（siRNA を用

いた標的蛋白の低下）を行った。その結果、

eEF 1A の発現低下がシナプス形成因子であ

るSynaptopgysinの発現を低下させた。なお、

このeEF1Aの低下は神経細胞死および神経突

起形成そのものには影響が少なかった。以上

のことから、メチル水銀の胎児期曝露が

eEF1A の発現低下を介して小脳のシナプス異

常を引き起こしていることが示唆された。 
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