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はじめに 
 
本報告書は、環境省 総合環境政策局 環境保健部委託業務「平成 24 年度水俣病に関する総合的

研究委託業務」の結果を取りまとめたものである。 
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1 業務の背景及び目的 

水俣病については公害健康被害の補償等に関する法律第２条の規定に基づく指定疾病

であり、疾病の認定は地方自治体の認定審査会において、法定受託事務で行われている

ほか、平成 21 年７月に「水俣病被害者の救済及び水俣病問題の解決に関する特別措置法」

（平成 21 年法律第 81 号。以下「特措法」という。）が成立した。同法第 37 条には、指

定地域及びその周辺の地域に居住していた者の健康に係る調査研究等を積極的かつ速や

かに行い、その結果を公表することとされている。 

水俣病は、昭和 31 年の公式確認後 50 年余りが経過した今なお、水俣病の認定患者の

症候の推移や地域住民の健康問題等についての課題が残されている。また、水俣病に関

する科学的知見を集積することは行政事務を円滑に進めていくためにも必要であり、こ

れらは、社会的課題に関する研究というべきものである。 

水俣病の発生機序やメチル水銀毒性等も完全に解明されたわけではなく、これらにつ

いての研究を水俣病に関する基盤的研究と位置付け、メチル水銀による神経毒性の発現

機構の解明及び急性メチル水銀中毒の治療方法の開発、環境汚染への対策方法を開発す

ることが望まれる。 

本業務は、このような状況を踏まえ、水俣病について「社会的課題に関する研究」及

び「水俣病に関する基盤的研究」の両分野における基盤的研究及び応用的研究を行うこ

とを目的とする。 

 

2 業務の実施内容 

 

2.1 研究班の設置 

本業務は、研究内容に応じて５つの個別の研究班を設置し、調査研究を進めた。研究は、

「水俣病患者や汚染地域住民の健康問題等に関する研究領域」（社会的課題に関する研究）、

「メチル水銀の生体影響及びメチル水銀汚染後の環境修復に関する研究領域」（水俣病に関

する基盤的研究）の２つの領域において、以下のⅠ・Ⅱ・Ⅳ・Ⅴ・Ⅵの研究班を組織し、

個々の研究ごとに研究項目を設定して実施した。 

なお、すべての研究班に係る研究の実施にあたっては、「平成 24 年度水俣病に関する総

合的研究委託業務仕様書」の仕様書別紙「再委任等に関する内容」により再委任した。 

研究に関する経費については、受託者と研究班の間で事務委任契約を締結し、その契約

内容に基づいて、「再委任等に関する内容」において定められた金額の範囲内において、研

究班の請求に応じて概算払いを行った。 
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○水俣病患者や汚染地域住民の健康問題等に関する研究領域 

（社会的課題に関する研究） 

Ⅰ  研究課題 ：高齢者の二点識別覚に関する研究 

主任研究者：中村 昭範（国立長寿医療センター研究所長寿脳科学研究部脳機能

再生研究室 室長） 

 

Ⅱ  研究課題 ：メチル水銀による健康障害に関する国際的レビュー 

主任研究者：村田 勝敬（秋田大学医学部社会環境医学講座環境保健学分野 教

授） 

 

○メチル水銀の生体影響及びメチル水銀汚染後の環境修復に関する研究領域 

（水俣病に関する基盤的研究） 

Ⅳ  研究課題 ：メチル水銀に対する感受性決定の分子機構に関する研究 

主任研究者：永沼 章（東北大学大学院薬学部研究科生体防御薬学分野 教授） 

 

Ⅴ  研究課題 ：低濃度メチル水銀暴露からの中枢神経細胞保護に関する研究 

主任研究者：小泉 修一（山梨大学大学院医学工学総合研究部薬理学 教授） 

 

Ⅵ  研究課題 ：メチル水銀曝露による神経症状の治療に関する研究 

主任研究者：西澤 正豊（新潟大学脳研究所神経内科学分野教授） 

 

2.2 「重金属等による健康影響に関する総合的研究」評価委員会及び推進委員会の設置 

調査研究を進めるに当たって、本研究と、環境省からの委託業務である「イタイイタイ

病及び慢性カドミウムの中毒に関する総合的研究」の２つの研究（あわせて「重金属等に

よる健康影響に関する総合的研究」）について、以下の委員会を設置した。 

 

①評価委員会の設置 

第三者（委託者、主任研究者又は研究者以外の有識者）10 名で構成される評価委員

会を設置した。なお、評価委員会委員の構成は以下の通りである。 

2



 

 

委 員 所属・役職 

衞藤 光明 医療法人信和会 介護老人保健施設 樹心台 施設長 

遠藤 仁 杏林大学 名誉教授（北里大学医学部客員教授） 

小椋 陽介 昭和大学医学部 客員教授 

北川 正信 障害児入所施設･療養介護施設あゆみの郷 施設長 

○櫻井 治彦 中央労働災害防止協会 労働衛生調査分析センター 技術顧問 

中村 好一 自治医科大学 保健科学 教授 

濱田 陸三 公益財団法人慈愛会 今村病院分院 神経内科 部長 

林 泰史 東京都リハビリテーション病院 院長 

二塚 信 九州看護福祉大学 学長 

渡辺 知保 東京大学大学院 医学系研究科 教授 

○：委員長 

 

②推進委員会の設置 

第三者（委託者、主任研究者または研究者以外の有識者）6 名で構成される推進委員

会を設置した。なお、推進委員会委員の構成は以下の通りである。 

 

委 員 所属・役職 

赤木 洋勝 有限会社国際水銀ラボ 取締役所長 

石本 二見男 介護老人保健施設ミレニアムマッシーランド 施設長 

井村 伸正 財団法人 麻薬・覚せい剤乱用防止センター 理事長 

○鈴木 庄亮 国際エコヘルス研究会 理事長・群馬大学名誉教授 

遠山 千春 東京大学大学院 医学系研究科附属疾患生命工学センター 

健康・環境医工学部門 教授 

中川 正法 京都府立医科大学大学院 教授 

○：委員長 

 

2.3 新規研究に関する公募の事務 

平成 23年度に実施された推進委員会において取り決められた研究の方向性等の方針に基

づき、新規研究に関する公募の事務を行った。公募時に提出された申請書を受け取り、記

載事項を確認するとともに、必要に応じて申請者に修正を依頼した。 
また、現在設置されている研究班による研究は、平成 24年度をもってすべて終了となる。

そのため、平成 24 年度に設置された推進委員会において取り決められた研究の方向性等の

方針に基づき、平成 25 年度から実施する新規研究に関する公募を平成 25 年 3 月下旬に開

始した。 
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2.4 「推進委員会の開催（新規研究課題の採択）」の開催 

「推進委員会の開催（新規研究課題）」を平成 24 年６月 20 日に日本エヌ・ユー・エス株

式会社大会議室にて開催し、推進委員は上記 2.3 で公募された研究課題について、今年度新

規で実施される研究班を採択した。なお、採択された研究に関する経費については、受託

者と研究班の間で事務委任契約を締結し、その契約内容に基づいて、研究班の請求に応じ

て概算払いを行った。出席した推進委員会委員は以下の通りである。 
 

＜推進委員会への出席委員＞ 

推進委員：赤木洋勝、石本二見男、井村伸正、鈴木庄亮（敬称略、五十音順） 
 

Ⅲ 研究課題 ：水俣病患者の経年的変化および自然史の把握 

主任研究者：安東由喜雄（熊本大学大学院生命科学研究部 神経内科学分野 教授） 

 
2.5 「重金属等による健康影響に関する総合研究総会（研究発表会）」の開催 

平成 24 年 12 月 18 日に東京国際交流館 プラザ平成 メディアホールにて、「重金属等に

よる健康影響に関する総合研究総会（研究発表会）」を「イタイイタイ病及び慢性カドミウ

ムの中毒に関する総合的研究」の受託者と協力して開催した。研究発表会では、「水俣病に

関する総合的研究」及び「イタイイタイ病及び慢性カドミウムの中毒に関する総合的研究」

の各研究班の主任研究者等が前年度及び年度途中までの研究成果を発表した。評価委員会

委員及び推進委員会委員はこの発表に参加するとともに、評価委員会委員は各研究成果を

評価した。出席した評価委員会委員及び推進委員会委員は以下の通りである。 

 

＜研究発表会への出席委員＞ 

評価委員：衞藤光明、遠藤仁、小椋陽介、北川正信、櫻井治彦、濱田陸三、林泰史、二

塚信、渡辺知保（敬称略、五十音順） 

推進委員：赤木洋勝、石本二見男、井村伸正、佐藤洋、鈴木庄亮（敬称略、五十音順） 

 
2.6 メチル水銀・カドミウム研究ミーティングの開催 

平成 24 年 12 月 19 日に東京国際交流館 プラザ平成 メディアホールにて、2.5「重金属

等による健康影響に関する総合研究総会（研究発表会）」に併せて、「メチル水銀・カドミ

ウム研究ミーティング」を開催した。毒物学や疫学、神経内科学等の分野の研究者を演者

等として招き、重金属等による健康影響に関する研究状況を演題発表ないし口頭発表の形

で共有した。またそれらの成果を各主任研究者等が次年度の研究計画へ反映させた。「イタ

イイタイ病及び慢性カドミウムの中毒に関する総合的研究」の受託者と協力して開催した。

「メチル水銀・カドミウム研究ミーティング」のプログラム及び講演要旨集は参考資料の
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通りである。 

2.7 推進・評価合同委員会の開催 

平成 24 年 12 月 18 日に東京国際交流館 プラザ平成 メディアホールにて、推進・評価合

同委員会を「イタイイタイ病及び慢性カドミウムの中毒に関する総合的研究」の受託者と

協力して開催した。研究発表会における「水俣病に関する総合的研究」及び「イタイイタ

イ病及び慢性カドミウムの中毒に関する総合的研究」の各研究班の発表内容を受けて、個々

の研究班の研究成果についての評価を評価委員会から推進委員会に報告した。また、平成

25 年度新規に公募する研究課題について検討した。推進委員会は当該報告を受けて、今後

の研究の方向性等についてまとめた。推進・評価合同委員会の出席者は以下の通りである。 

 

＜推進・評価合同委員会への出席委員＞ 

評価委員：衞藤光明、遠藤仁、小椋陽介、北川正信、櫻井治彦、濱田陸三、林泰史、二

塚信、渡辺知保（敬称略、五十音順） 

推進委員：赤木洋勝、石本二見男、井村伸正、鈴木庄亮（敬称略、五十音順） 

 

2.8 研究計画書の作成の依頼 

推進・評価合同委員会において取り決められた研究の方向性等の方針に基づき、平成 24

年度新規で採択された、安東班（熊本大学大学院）に、平成 25 年度の研究計画書の作成を

依頼した。 

 

2.9 推進委員会の開催 

平成 25 年 3 月 1 日、日本エヌ・ユー・エス株式会社大会議室にて「イタイイタイ病及び

慢性カドミウムの中毒に関する総合的研究」の受託者と協力して推進委員会を開催し、「水

俣病に関する総合的研究」の研究班から提出された平成 25 年度の研究計画書について評価

を行った。推進委員会の出席者は以下の通りである。 

 

＜推進委員会への出席委員＞ 

推進委員：赤木洋勝、石本二見男、井村伸正、鈴木庄亮、遠山千春、中川正法 （敬称

略、五十音順） 

 

2.10 研究報告書の作成 

推進・評価合同委員会の意見を受け、各研究班に対して研究報告書の作成と電子媒体に

よる提出を求め、すべての研究班から研究報告書（英文サマリーを含む）を受け取った。 

 

2.11 研究成果還元業務の実施 

環境省が定めた事務連絡「研究成果還元業務について」に基づいて、2.1 で設置した研究
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班が本研究で得られた成果を学会発表や論文掲載を実施する場合、その経費（宿泊費、交

通費、学会参加費、論文掲載料、英文翻訳料等を想定）について研究班の申請に応じて、

環境省担当官と協議の上、1 研究につき 200,000 円を上限として支払うこととした。 

本年度は、研究成果還元業務申請がなかった。 

 

3 各研究班の報告 

各研究班の報告を以下に示す。 
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○水俣病患者や汚染地域住民の健康問題等に関する研究領域 

（社会的課題に関する研究） 



 



 

 

 

 

 

 

Ⅰ 高齢者の二点識別覚に関する研究 



 



高齢者の二点識別覚に関する研究 

 

中村昭範（国立長寿医療研究センター 脳機能画像診断開発部 脳機能診断研究室長） 

 

 

[研究要旨] 

我々はこれまでの研究で、まず「二点識別覚自動検査システム（自動二点識別覚検査装置、検査プロ

トコル、及びデータ分析法）」を開発し、科学的に信頼のおける方法で二点識別覚検査が行える土台を固

めた上で、20～80 才までの健常成人 210 名を対象に、示指先端、下口唇、及び舌尖で二点識別覚検査を

行って正常データベースを構築し、各年齢層の正常範囲や、二点識別覚に加齢が与える影響を明らかに

してきた。昨年度は、これらの研究成果と脳機能画像による客観的評価をカップリングさせることを目

的に、脳磁図測定にも対応した二点識別刺激装置及びそのコントロールソフトウエアを開発し、実際の

脳磁図測定にも応用した。その結果、脳磁計測により触覚の 1 点/2 点刺激を脳が自動的に弁別するプロ

セスを反映していると考えられる誘発反応（ミスマッチ反応）が記録可能であることが示された。 

今年度は、この研究を更に発展させる目的で、まず脳磁図対応の二点識別刺激装置の改良を行った上

で、本装置を用いた誘発反応の特徴を解析し、刺激プロトコルの最適化を行った。その後、高齢者９名

及び若年者７名に行った脳磁図計測の結果を解析したところ、1) ミスマッチ反応は振幅や潜時等の個人

差が大きいが全例で同定可能な反応が得られ、2) 二点間距離によって振幅が変化し、3) 反応が誘発さ

れるための最小二点間距離は、個人の二点識別弁別閾値と有意な相関（R = 0.65,  p = 0.007）がある、等

が明らかとなった。以上により、脳磁図を用いた非侵襲脳機能計測により、客観的に二点識別覚を推定

できる可能性が示された。 

 

［キーワード］二点識別覚，自動検査，客観的測定，脳磁図，体性感覚誘発磁場，ミスマッチ反応 

 

 

[分担研究者] 

根本 哲也（国立長寿医療研究センター 長寿医療工学研究部 診療関連機器開発研究室長） 

[研究協力者] 

山岸美沙子（国立長寿医療研究センター 脳機能画像診断開発部 研究員） 

岩田 香織（国立長寿医療研究センター 脳機能画像診断開発部 研究員） 

加藤 公子（国立長寿医療研究センター 脳機能画像診断開発部 研究員） 

久保田 怜（国立長寿医療研究センター 長寿医療工学研究部 研究員） 

野田 信雄（栄商金属株式会社） 
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Ⅰ．研究目的 

 

人は皮膚で物体に触れることにより、その詳細な立体的形状、重さや温度、表面の質感といった、視

覚だけからは得ることが困難な情報を繊細に捉えて対象物を認知することができるが、これは皮膚に分

布する触圧覚や温痛覚関連の多くの末梢受容体からの情報が中枢で統合処理されることによってなされ

ており、二点識別覚はこの統合皮膚感覚の空間分解能の指標となる基本的な認知能力のひとつである。

この二点識別覚は、メチル水銀中毒で低下することが知られているため、メチル水銀中毒のバイオマー

カーのひとつとして利用することが期待されているが、現在のところ二点識別覚の閾値からその病的意

義の程度を類推することは困難である。それは、二点識別覚閾値の正常値の範囲といったものが信頼で

きるレベルで確立されておらず、加齢の影響も明確にされていないこと等に起因する。従って本研究の

目的は、高齢者の二点識別覚の正常値の範囲やそのと特徴を、可能な限り科学的に妥当な方法で、高い

信頼性をもって明らかにしていくことである。 

これまでの研究で我々は、まず、従来の二点識別覚検査法の問題点（刺激の物理的パラメーターの客

観的制御が困難でプローブの当て方によって閾値が変わりうる、そもそも測定プロトコルや閾値分析法

自体が曖昧でその定義によっても閾値が変わりうる）を克服するような「二点識別覚自動検査システム」

を開発した。これは、a)刺激の物理的パラメータを客観的に制御できる自動二点識別覚検査装置、b)人の

二点識別覚の認知特性にかなった検査プロトコル、及び、c)客観的なデータ分析法、を統合して、科学

的に信頼のおける二点識別覚検査を可能にするシステムである。次に実際にこのシステムを利用して、

20～80 才までの健常成人 210 名を対象に、示指先端、下口唇、及び舌尖で二点識別覚検査を行って正常

データベースを構築し、各年齢層の正常範囲や、二点識別覚に加齢が与える影響を明らかにしてきた。 

 

これらの成果を土台にして更に研究を発展させていく目的で、昨年度より、脳機能画像の立場から客

観的な二点識別覚測定に関する研究・開発に取り組んでいる。これまでに我々が開発した二点識別覚自

動検査システムは、科学的で信頼性の高い測定を可能にしたが、あくまで被験者本人の主観的感覚に基

づくボタン押しフィードバックをデータ計測の拠り所としているため、完全に客観的な検査とは言えな

い。この難点を克服し、本人の主観的フィードバックを一切必要とせずに、感覚弁別機能を客観的に評

価できる方法として、電気生理学的脳機能計測によって得られるミスマッチ反応（MMR）を利用できる

可能性がある。MMR はNäätänen 1) によって発見された脳の誘発反応であり、Oddball 課題のように二種

類の異なる刺激をそれぞれ高頻度 (standard)、及び低頻度 (deviant) で呈示して脳波や脳磁図を記録した

場合、Primary response よりもやや遅い潜時で低頻度刺激は高頻度刺激よりも大きな反応を誘発し、両者

に対する反応の差分をMMR と呼ぶ（脳波の場合はMismatch Negativity: MMN、脳磁図の場合はMismatch 

Field: MMF とも言う）。MMR は、刺激に注意を向けずに無視した状態でも誘発されるため、一次感覚野

近傍に短期間貯蔵された記憶痕跡のテンプレートと、新たな異なる入力を自動的に照合している過程を

反映する反応と考えられている。従って、MMR を分析することにより、二種類の異なる感覚刺激に対

する前注意段階の自動的弁別過程を客観的に評価することができると期待される。MMR は当初聴覚刺

激に対する反応として発見されたが、柿木班の研究では、これを体性感覚刺激に応用し、脳磁図による

体性感覚の MMR 計測が、二点識別覚の客観的検査法として利用できる可能性を明らかにした 2)。この

柿木班の優れた研究成果と我々のこれまでの研究成果をカップリングさせることは非常に意義深いと思

われるが、残念ながら現状では以下のような多くの問題があり、実現困難である。 

 

12



1) 刺激方法の違い：柿木班の研究では刺激に電気刺激を用いており、これは皮膚の神経終末を直接電

気的に刺激するものである。一方、我々の方法は、本来の二点識別覚検査と同等の機械的触覚刺激であ

り、皮膚のメカノレセプターを刺激するものである。刺激部位も、我々が示指手掌側先端部を刺激して

いるのに対し、柿木班では手背部を刺激している。これらの理由から、両者の脳内の認知プロセスが同

じであるという保証もない。 

2) データの非互換性：上記の理由から、二点識別覚の閾値も全く異なる。我々の研究では 20 才台の

二点弁別閾値（明らかに二点とわかる閾値）は、平均 2.0±0.9 mm であったが、柿木班の方法では平均

30±4 mm と、10 倍以上の開きがある。従って我々がこれまでに蓄積した正常値のデータベースが全く

利用できない。 

3) 刺激部位や応用性の問題：電気刺激では湿気によるリーク電流のため、舌や口唇刺激がほぼ不可能

であり、また、検診のような場での大人数に対する測定にも適していない。 

 

これらの問題を克服するために、昨年度は二点識別覚自動測定システムと同等の触覚刺激を与えなが

ら脳磁図を測定できる刺激装置及び、それをコントロールするためのソフトウエアを開発した。また、

これを用いて実際に健康成人を対象に脳磁場計測を行い、触覚の 1 点/2 点刺激を脳が自動的に弁別する

プロセスを反映していると考えられる脳の誘発反応（MMR）が記録可能であることを示した。 

今年度はこれらの研究を更に発展させ、脳磁図を用いた非侵襲脳機能計測により、客観的に二点識別

覚の閾値が推定できるかどうか検討を行った。そのために、まず脳磁図対応の二点識別刺激装置の改良

を行った。次に本装置を用いた刺激による体性感覚誘発反応の特徴を解析し、MMR を効果的に誘発で

きるように刺激プロトコルの最適化を行った。更に高齢者９名及び若年者６名に行った脳磁図計測の結

果を解析し、二点識別覚自動検査システムを用いた閾値測定結果との関連を検討した。 

 

Ⅱ．研究方法 

 

1) 脳磁図対応二点識別覚刺激装置、及びコントロールソフトウエアの改良 

 昨年度使用した刺激装置は、実際の二点識別覚検査に比べると皮膚に対するプローブの押出圧がやや

弱く、脳の誘発反応の振幅にも影響があると考えられたため、駆出系に改良を加えた。また刺激コント

ロールソフトウエアもより効率的に刺激を制御できるように更なる改良を加えた。 

 

2) 健康若年成人、及び高齢者を対象にした脳磁場計測 

 

a) まずパイロットスタディとして健康ボランティアを対象に脳磁場の計測を行い、本刺激装置を用いた

場合の触覚誘発磁場の特徴を解析して本実験の格的運用における最適な刺激条件を決定する参考とした。 

 

b) 次に本実験として、30-40 才台の健常成人 7 名（男 2 名、女 5 名、平均 37.7±4.6 才）及び、60-70 才

台の高齢者ボランティア 9 名（男 7 名、女 2 名、平均 71.2±3.6 才）を対象に誘発脳磁場を計測した。個々

の触覚刺激は原則的に被験者の右示指先端で行ったが、右示指先端を欠損した高齢者１名については左

示指先端で行った。具体的には、プローブが皮膚に対して約 1.5 mm、200 ms 押出し、その後 450～650 ms

の間でランダムに設定された時間は皮膚から離れて元に戻る設定にした。課題は 1 点刺激（standard 刺

激：80%）と 2 点刺激（deviant 刺激：20%）をランダムに与える触覚Oddball 課題で、二点間距離を、2mm 
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～ 6.5mm の間で変化させて、それぞれの 2 点間距離に対する誘発脳磁場を別々のセッションで少なくと

も 4 回測定した。尚、測定中は被験者はイヤホンを介して音楽を聴かせ、指の刺激は無視するように伝

えた。これにより、デバイスから発生するわずかな音もキャンセルされた。脳磁計は、Elekta 社Neuromag 

(306 ch system)を用い、1kHz のサンプリングレートで連続データ収集を行い、アーチファクトを除去し

た後、1 点刺激（standard 刺激）と 2 点刺激（deviant 刺激）に対するエポックを個別に加算平均した（deviant

刺激に対する加算回数が 120 回以上になるようにデータ収集を行った）後、1 - 50 Hz のオフラインフィ

ルタ処理を行った。MMR は deviant 刺激に対する誘発反応から、standard 刺激に対する誘発反応を差し

引くことによって求めた。これらの得られた波形はASA (ANT software)を用いて分析した。また、被験

者は脳磁計測とは別に右（１名では左）示指先端において二点識別覚自動検査システムを用いた二点識

別覚閾値測定も行い、脳磁図のデータと照合した。統計解析にはエクセル統計 2012（社会情報サービス

株式会社）を用いた。 

 

＜倫理面への配慮＞ 

本研究は、厚生労働省の「臨床研究に関する倫理指針」を遵守して計画され、国立長寿医療研究セン

ター倫理委員会の正式承認の元に行われた。研究協力の被験者は、知的機能が正常で、本研究グループ

と利害関係及びパワー関係がなく、本人の自由意思によって参加意思の決定ができる健常成人から選択

し、インフォームドコンセントのもとに書面による同意が得られた者のみに行われた。 

 

Ⅲ．研究結果及び考察 

 

1) 脳磁図対応二点識別覚刺激装置、及びコントロールソフトウエアの改良 

 プローブの押出圧を強くするため、Air 駆動部分のポンプに改良を加えた。その結果、押出圧は 0.18 

Kg/cm2 から、0.34 Kg/cm2 と約二倍近くになり、触れた感覚もより実際の二点識別覚検査に近いものと

なった。また、コントロールソフトウエアも細かな不具合を修正した上でGUI もタッチパッド対応に改

良し、全体の視認性や操作性が向上した（図１，右）。 

 

 
 

図１ 
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2) 健康若年成人、及び高齢者を対象にした脳磁場計測 

a) パイロットスタディ結果 

①プローブ押出時間が体性感覚誘発反応に与える影響の検討 

 プローブが押出されて皮膚に接触している時間は、最も重要な条件設定項目のひとつである。これが

短すぎると一点／二点の弁別感覚が弱くなると予想され、また長くなると弁別感覚に必要な接触時間は

保たれるものの、一回の検査時間が長くなる。そこで、プローブの押出時間を 50 ms, 100 ms, 200 ms, 300 

ms と変化させた場合の一点刺激に対する誘発反応を比較した（図２）。いずれの押出時間でも刺激トリ

ガー入力後約 110 ms で刺激対側の頭頂葉を中心に誘発反応が得られた（図２，赤矢印）。これは、触覚

刺激に対する１次体性感覚野の初期応答反応と考えられる。注目すべきは、押出時間が 100 ms, 200 ms, 

300 ms の場合は、それぞれ押出時間に相当した時間後にもうひとつの反応ピークが認められることであ

る（図２，青矢印）。また、これら二つの反応の磁場分布はほぼ同じであることより、共に一次体性感覚

野を発生源とする反応と推定される。これらの反応が誘発されるタイミングと、実際のプローブの動き

を時間軸を揃えて表示すると、一つ目の反応はプローブが皮膚に触れた直後、二つ目の反応はプローブ

が皮膚から離れた直後のタイミングで誘発されていることがわかる（図３）。従って両者は、一定長の聴

覚刺激の場合に誘発される onset 及び offset 反応 3) に相当した誘発成分であると考えられた。 

 

300ms

200ms

100ms

50ms

-100 100 200 300 400 5000 ms

押出時間

 
図 2：触覚刺激誘発磁場に、プローブの押出時間が与える影響 
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図 3 

 

 

 

 ②プローブ押出時間が体性感覚MMR に与える影響の検討 

   
 上記検討で明らかとなった触覚刺激の offset 反応は、条件によっては本研究で特に注目する MMR と

潜時がオーバーラップして、MMR の分析の妨げとなる可能性がある。そこで、健康ボランティア（40

才男性）を対象に、実際の１点／２点刺激による触覚 oddball 刺激に対するMMR と押出時間との関係も

検討した（図４）。押出時間が 50 ms の場合は offset 反応がないので条件としては優れているが、弁別感

覚が弱くなる可能性があると予測したとおり、実際の弁別感覚がわかりにくいだけでなく、MMR もほ

とんど誘発されなかった。従って、至適な条件からは除外された。また、押出時間 100 ms では offset 反

応とMMR が時間的にオーバーラップするためこれも除外された。押出時間 200 ms と 300 ms はいずれ

も同等の強さのMMR を誘発し、offset 反応のオーバーラップは問題とならないレベルであった。一回の

測定時間（600 回刺激、ISI 450-650 とした場合）は 200 ms の場合約７分半、300 ms の場合は約８分半と

なるため、検査時間が短くてすむ 200 ms を本実験に採用することとした。 
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(2点間距離5mm, Oddball刺激)

• 明瞭なMMRが得られる

• onset/offset反応と重ならない

• 検査時間が短い

 
図 4  

 

 

 

 

b) 本実験結果 

 図５に高齢者２名の代表的波形を示す。若年者を含め、全ての被験者で二点間距離や、deviant/standard

刺激に関係なく onset 反応（図５，赤矢印）と offset 反応（図５，青矢印）が誘発され、そのピーク潜時

も被験者間のバラツキが少なく安定していた（Table 1）。一方 deviant 刺激に対する反応から standard 刺

激に対する反応を差し引くことによって得られる MMR は個人差が大きく、人によって同定されるピー

クの数が異なった（図５）。一つ目のピーク（MMR1）は全例で認められたが、二つ目のピーク（MMR2）、

三つ目のピーク（MMR3）と、ピークの数が増えると共にその出現頻度は低下した（Table 1）。MMR の

潜時も同様に被験者間のバラツキが大きく、反応に個人差が認められることが示された（Table 1）。今回

の解析では、少なくともひとつ以上のMMR が誘発され、かつ、その等磁場map の分布が、一次体性感

覚野近傍由来と判断された場合「MMR 出現」と判定した。 
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図５：高齢者２名における代表的誘発波形とその差分波形 

 

 

 

Table 1: 各誘発成分の出現頻度と Peak 潜時（ms） 

onset反応 MMR1 MMR2 MMR3 offset反応

誘発頻度 100% 100% 75% 19% 100%

peak潜時 111±9 149±18 187±21 232±25 285±6
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 この MMR は、二点間距離によって振幅が異なり、二点間距離が小さいと振幅が小さくあるいは同定

不能になる傾向が認められた。MMR が出現する最小二点間距離を個人毎に求め、同一被験者で別途二

点識別覚自動検査システムを用いて測定した二点識別覚閾値（50%弁別閾値）との相関関係を分析した

ところ、両者の間に有意な正の相関（R = 0.67, p = 0.006）があることが明らかとなった（図６）。これは、

MMR が個人の二点識別覚閾値の推定に有用であることを示唆する重要な所見である。 

 各二点間距離におけるMMR の出現頻を検討したところ、若年者、高齢者共に二点間距離が 5 mm 以

上だとMMR が 100% 誘発された（図７）。これまでの我々の研究で、210 名の健常成人を対象に二点識

別覚自動検査システムを用いて測定した結果得られた二点識別覚の正常範囲を参照すると（Table 2）、5 

mm の二点間距離はほとんどの年齢層においてプラス 3SE の正常上限値を超える値であることがわかる。

従って、a) 二点識別覚（50%弁別閾値）の測定結果が 5 mm 以上で、なおかつ b) 脳磁図計測で 5 mm の

二点間距離のオッドボール刺激に対して MMR が出ない被験者が見られた場合は、その被験者の「二点

識別覚は異常である」と判定できる可能性が高いと考えられた。 
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各二点間距離における各二点間距離におけるMMRMMRの出現頻度の出現頻度

0%

20%

40%

60%

80%

100%

2mm 3.5mm 5mm 6.5mm

elderly

young

all

 
図７ 

 

 

Table 2: 示指先端部における各年齢層の二点識別覚閾値（50%弁別閾値）の正常範囲 

年齢（才） 20 30 40 50 60 70 80 90

平均値 1.1 1.3 1.5 1.8 2.0 2.2 2.4 2.7

+2SE上限値 2.8 3.0 3.2 3.4 3.7 3.9 4.1 4.3

+3SE上限値 3.6 3.8 4.1 4.3 4.5 4.7 4.9 5.2
 

 

 

 

 

Ⅳ．まとめ及び今後の課題  

今回の検討により以下の結果が得られた。 

１． 二点識別覚検査と同等の刺激を皮膚に与えることができる装置を用いて、触覚刺激に対する脳磁反

応の基本的特徴を解析し、MMR を効率的に誘発するための至適条件を明らかにした。 

２．個人毎のMMR が出現する最小二点間距離は、二点識別覚の 50%弁別閾値と有意な相関が認められ

たことより、脳磁図を用いた非侵襲脳機能計測によって、完全に客観的に二点識別覚閾値を推定で

きる可能性が示された。 

３．仮に二点間距離を 5mm に設定して脳磁図検査を行えば、異常の有無を比較的簡便に判定できる可能
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性が示された。 

 

一方で、今回の方法を実際に応用していくにはまだ次のような課題も残されていると考えられた。 

１．MMR は個人差が大きく、人によっては S/N がMEG の測定限界に近いため、判定に苦慮する場合が

少なくないため、客観的信頼性を向上していくためには S/N を更に改善する工夫が必要である。 

２．今回の検討ではMMR 出現の有無の判定を視覚的に行ったため、恣意性混入の余地がある。従って、

より客観的な判定法を開発する必要がある。 

３．触覚 MMR の基本的な特徴や脳内メカニズムについてはまだ不明なことも多く、更に詳細に検討し

ていく必要がある。 
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Abstract  
 

Cutaneous two-point discrimination is known to be impaired in patients with Minamata 
disease and is expected to be useful as one of the biological markers for methyl-mercury 
intoxication. Therefore, to establish methods for objective and reliable measurements is 
important. Previously, we developed an automatic two-point discrimination measurement 
system consisted of; 1) automated examination machines, which can control physical features 
of the stimuli, 2) a measurement protocol which enables reliable measurements, and 3) analytic 
methods that can automatically estimates two-point thresholds. Using this system, we 
measured two-point thresholds at the index finger, lower lip and tongue in 210 healthy 
volunteers aged 20 to 80 yrs. and determined normal ranges in elderly people. 

Magnetoencephalography (MEG) could be an alternative approach to assess the individual 
two-point discrimination ability. Therefore, we developed a tactile two-point stimulator which 
is compatible for MEG measurements. The magnetic-free probes were driven by air pressure 
via air tubes, and their motions were precisely controlled by a PC with accurate timing. Using 
this stimulator, we measured somatosensory evoked magnetic fields to tactile Oddball 
paradigm (standard: 80% one-point stimuli, deviant: 20% two-point stimuli) in 7 young and 9 
elderly healthy volunteers. In each subject, magnetic responses were recorded in 4 different 
measurement blocks with randomly varied two-point distances from 2 to 6.5 mm (2, 3.5, 5 and 
6.5 mm). The MEG data demonstrated that the tactile mismatch responses (MMRs), which are 
though to reflect the automatic discrimination processes between one- and two-point stimuli, 
were elicited in all subjects. The MMRs appeared to change their magnitude in association with 
the two-point distances, and were often not detectable if a two-point distance was short. There 
was significant positive correlation (R = 0.65, p = 0.007) between the individual two-point 
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thresholds and the minimum two-point distances that could elicit detectable MMRs. These 
results suggest that individual two-point thresholds may be objectively estimated using MEG. 
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Ⅱ メチル水銀による健康障害に関する国際的レビュー 
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研究要旨 

 

 水俣病が発生してから 50 年以上が経過し、日本での高濃度メチル水銀汚染はもはやないものの、

自然界および産業界から水銀は排出されており、胎児や小児における低濃度水銀曝露の健康影響

に関する問題は必ずしも全て解決している訳でない。また、ブラジル、東南アジア、アフリカな

どの発展途上国における、特に金採掘による水銀汚染は世界的な問題になっている。このような

観点から、低濃度曝露を含むメチル水銀および水銀由来の健康障害に関する、主に疫学研究の文

献レビューを行った。 

 今年度の文献レビューにより、以下のことが示された。①2008 年以降、メチル水銀を扱った論

文の中で疫学研究の割合は減少傾向にあったが、2011 年には増加した。②魚摂取による胎児期メ

チル水銀影響は、例え低濃度であっても、妊娠中の母親魚摂取量や PCB を調整すると小児神経発

達に軽微な負の影響を及ぼしうるが、健康影響を評価したときの年齢で有害物質の影響の有無が

異なるようであるので、年齢別に有害物質毎の影響を整理する必要がある。③セレンのメチル水

銀の有害影響を抑制する作用については、ヒトや動物種により異なると考えられ、一定の作用を

確定するに至らなかった。④小規模金鉱山での水銀の拡散は世界中の途上国で行われているが、

金回収法に水銀を用いない別の新たな代替法を検討する必要がある。 

 

 

キーワード： メチル水銀、低濃度曝露、小児発達影響、セレン、発展途上国、高血圧 
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Ⅰ．研究目的 

 

 日本はメチル水銀汚染による重篤な健康被害を水俣病として経験し、これまでに様々な情報を

発信してきた。しかし、近年発展途上国における金採掘に伴う水銀・メチル水銀汚染が問題とな

っている。このような状況を鑑み、本稿では、胎児期および成人期の低濃度メチル水銀曝露や途

上国での水銀汚染の実態などを文献的に概観し、日本での健康被害との比較や、日本が行うべき

情報の発信、国際協力のあり方について検討することを目的としている。また、わが国ではメチ

ル水銀による健康被害を熟知する専門家の数が年々減少している。したがって、若い研究者にメ

チル水銀の問題を再認識してもらい、同時に学会やインターネットサイトに発表・掲載すること

により、この種の研究の重要性を広く理解してもらうために情報発信する。 

 本年度は、①メチル水銀および水銀に関する疫学研究論文の最近の推移を示すとともに、②

2012 年に発表された海外と我が国の疫学研究論文の概要、③メチル水銀とセレンの相互作用に関

する論文の概要、④発展途上国での水銀汚染の実態やメチル水銀（および水銀）曝露による健康

影響の実態を文献レビューし、今後のメチル水銀研究の方向性を探った。 

 

Ⅱ．研究方法 

 

 文献データベース Medline (PubMed) を用いて、2012 年末までに報告された①メチル水銀・

水銀に関する論文数の推移、②世界の疫学研究の概要、③途上国での水銀汚染の実態など、メチ

ル水銀曝露に関連するヒト健康影響に関する文献レビューを行った。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究は、公開された文献調査であるので、倫理的配慮は必要としない。 

 

Ⅲ．研究結果 

 

１）メチル水銀（および水銀）のヒト研究の推移 

 メチル水銀（methylmercury）がキーワードとなっている総論文数を 2001 年から 2012 年までを

PubMed を用いて検索すると、124 編～334 編（全言語）であり、このうちヒトを対象とした論文

数は 1 年当たり 55 編から 109 編であった（下表）。2001～2004 年までヒトを対象とした研究が 4

割以上を維持していたが、2005 年以降低調になった。特に 2008 年以降メチル水銀関連論文に占

めるヒト研究は総数および率ともに減少ないし横ばい状態である。同様に、水銀（mercury）をキ

ーワードとする論文も、2005 年以降ヒトを対象とした論文数の割合が減少傾向にあり、2010 年に

はメチル水銀および水銀の全論文数に占めるヒト研究は最低水準となった。2011 年の増加は 2010

年の減少分が上乗せされた形に見える。なお、2012 年分については、PubMed への掲載が遅れて

いる雑誌もありうるので、集計途上の暫定的数値とみなすべきである。 

 メチル水銀を巡るフェロー諸島出生コホート研究とセイシェル小児発達研究の一大論争が 1998

～2000 年にあり 1-6)、それに伴いメチル水銀のヒト（特に小児）健康影響に関する論文が多数報告
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された。また、同時期の 2002 年に New England Journal of Medicine 誌上でメチル水銀の冠動脈疾

患リスクに関連する論争が始まり 7-9)、メチル水銀の問題が世間を騒がせた。混迷の続く中、2008

年にセイシェル小児発達栄養研究の成果が発表された 10, 11)。これにより、フェロー諸島とセイシ

ェルのメチル水銀論争に終止符が打たれ、メチル水銀に関する関心も薄れてきたように思われる

12)。これは、疫学研究で検証できる主要仮説が減り、枝葉末節的な仮説しか残っていないことを

暗示しているようにもみえる 13)。ただ、ヒトにおけるメチル水銀・水銀の細胞・遺伝毒性の機序

などについては明確な説明がされていないことから、今後この領域での新たな研究仮説が立てら

れ、検証されなくてはならない。 

 「メチル水銀」関連の PubMed 上の論文数の推移 

  西  暦  年 

  2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 

“methylmercury”

の入った論文数 
145 124 143 159 201 227 298 294 249 267 334 314 

ヒトを対象とした

論文数 
59 55 60 74 67 75 106 109 82 75 108 76 

割合（％） 40.7 44.4 42.0 46.5 33.3 33.0 35.6 37.1 32.9 28.0 32.3 24.2 

“mercury”の入っ

た論文数 
834 931 897 980 1227 1320 1414 1479 1403 1464 1718 1657 

ヒトを対象とした

論文数 
351 366 361 374 398 440 453 493 422 349 518 321 

割合（％） 42.1 39.3 40.2 38.2 32.4 33.3 32.0 33.3 30.1 23.8 30.2 19.4 

 

２）メチル水銀に関するコホート研究の国際動向 

 フェロー諸島とセイシェル共和国で行われたメチル水銀の胎児期曝露に関する先行研究は、

2008 年のセイシェル小児発達栄養研究の報告により 11,12,14)、メチル水銀の発達神経影響は長鎖不

飽和脂肪酸の影響を考慮すると存在するとの結論を得て、当初の役目は終えた。その後、2 つの

先行研究は方向を転換し、各々独自の研究を行っているように思える。 

■ フェロー諸島出生コホート研究からの発信 

 Grandjean らの研究グループは、フェロー出生コホート研究を通して、メチル水銀の胎児性曝露

の小児神経発達影響について多数報告してきたが、近年は有機塩素系 15)、有機フッ素系化合物

（perfluorinated compounds）16)、ポリ塩化ビフェニール（PCB）17,18) 等の環境化学物質の曝露影響

に研究テーマを移行している。昨年、Sakamoto ら 19) の母体血と臍帯血の胎盤経由の各種重金属

の移行に関する研究を紹介したが、同様の仕事を Grandjean らの研究グループも行った 20)。この

研究では環境化学物質が生まれてくる子どもにどの程度移行するのかを明らかにすることを目的

とした。母体血、臍帯血、臍帯組織、胎盤、母乳の各生体試料でカドミウム、鉛、水銀、セレン

が測定されたが、これら生体試料間で高い相関を示したのは水銀のみであった。また、有機ハロ

ゲン化合物（organohalogen compounds）の他、ペンタクロロベンゼンやへキサクロロシクロヘキ

サン（-hexachlorocyclohexane）なども測定された。有機ハロゲン化合物は全ての生体試料で検出
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され、母体血清の有機ハロゲン化合物は臍帯血清の 1.7 倍、臍帯・胎盤組織の 2.8 倍と高かったが、

母乳中濃度の 0.7 倍であり、しかも母体血清中有機ハロゲン化合物は他の生体試料中濃度と高い

相関を保っていた（r
2 
> 0.5）。有機フッ素系化合物の母乳への移行は殆ど検出限界以下であり、そ

の中の PFOA（perfluorooctanic acid）が僅かに検出された。 

 メチル水銀や PCB の胎児期から幼少期の曝露は神経行動学的検査で評価される認知障害、知覚

障害、運動障害と関連する。共同研究者の White らはフェロー出生コホート研究で追跡中の 15 歳

児を対象として、行動課題を与えている間に機能的磁気共鳴画像（fMRI）を撮ることにより、神

経行動に関連する脳機能偏位が視覚化できるか否か検討した 21)。視覚および運動課題の間、低濃

度曝露者は正常対照者で示されるのと同じ fMRI 活動パターンを示したが、高濃度曝露者は、低 

フェローコホートの 15 歳児の 4グループの臍帯血水銀 (g/L)と臍帯組織中 PCB (ng/g 湿重量)濃度 

（各グループは 3名づつの男子） 

  臍帯水銀（g/L） 臍帯組織 PCB（ng/g 湿重量） 

  High mercury group 30.70 - 67.70 0.22 - 0.36 

  High PCB group 10.10 - 13.30 3.93 - 6.08 

  High mixed group 81.30 - 114.0 4.60 - 6.91 

  Low mixed group 4.30 - 13.80 0.40 - 0.53 

濃度曝露者と比べ、脳のより大きな部分での活動や、また活動が異なる、ないしより広い活動パ

ターンを示した。メチル水銀および PCB 曝露の増加に伴って観察される脳活動パターンはこれら

の神経毒性に照らして意義深く、fMRI を用いた方法は曝露により起こる神経行動機能障害の視覚

的心理測定に有用性を持つ可能性を示唆した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Average activation by exposure group during tasks of photic stimulation and finger tapping.  The control group 

refers to the 3 subjects with low methylmercury and low PCB exposure (left hemisphere is on left side of brain slices). 
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■ セイシェル小児発達栄養研究からの発信 

 セイシェルの小児発達研究（Seychelles child development study）の成果として 2 編の論文が発表

され 22,23)、また小児発達栄養研究（Seychelles Child Development and Nutrition Study）の成果が 4 編

発表されている 24-27)。 

 Davidson らは、セイシェル小児発達研究の対象者を 17 歳まで追跡し、小児のカリフォルニア言

語学習検査（CVLT）、Woodcock-Johnson 学力検査（W-J-II）など 27 の検査を行った 22)。その結果、

現在のメチル水銀曝露量、母親の知能指数（IQ）、社会経済状況指標（SES）、測定時の年齢、性

などを考慮して解析すると、Woodcock-Johnson 学力検査成績は出産時の母親毛髪水銀濃度と有意

な正の関連があった。この研究の問題点は、従来より指摘されている、n-3 長鎖不飽和脂肪酸が考

慮されていないことである。また、子どもの IQ を養育者の IQ で調整する時、回帰モデルの中に

各々を独立変数として入れたが、母子の IQ の差分を 1 説明変数とする方が良いかもしれない。経

時的に IQを測定し、有害物質曝露の前後で IQが低下するか否か検討する手法は理解可能である。 

 セイシェルの歯科用アマルガムには 50％の金属水銀が含まれており、水銀蒸気として微量では

あるが口腔内に放出される。このため、妊娠中の母親にアマルガムが充塡されているならば、こ

れにより胎児期に小児が水銀曝露を受けていたことになる。Watson らは妊娠中の母親のアマルガ

ム総数とアマルガム咬合面数を調べ、66 ヶ月児の神経発達検査成績（Woodcock-Johnson 学力検査）

との関係を検討した 23)。この研究では、母親のアマルガム充塡が小児の神経行動学的結果に影響

を及ぼしたという仮説を支持する証拠は提示できなかった。同様の研究は、セイシェル小児発達

栄養研究の 9 ヶ月および 30 ヶ月児でベイリー乳幼児発達検査（BSID）を行って検討された 26)。

交絡因子を調整した重回帰分析を用いて男女合計で解析すると、母親のアマルガム総数およびそ

の咬合面数と検査得点との有意な関連はなかった。しかし、女児のみで計算すると咬合面数と認

知発達指標得点（MDI）の間に有意な負の関連が認められた。 

 Strain らは、セイシェル小児発達栄養研究で 5 歳児に preschool language scale（就学前言語尺度、

PLS）検査を行い、母親出産時の毛髪総水銀濃度、多価不飽和脂肪酸、母親 IQ、社会経済状況指

標（SES）、測定時年齢などの言語尺度得点に及ぼす影響を調べた 25)。その結果、ドコサヘキサエ

ン酸（DHA）が高い程言語尺度得点は良くなり（図 A）、一方アラキドン酸（AA）が高いと悪く

なるという結果を得たが（図B）、出産時の毛髪総水銀濃度とは有意な関連を示さなかった（図C）。 
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■ メチル水銀が米国小児 2,550 万人の IQ得点損失に及ぼす影響の推定 

 環境化学物質の曝露と小児神経発達の関係を評価しようとする時、影響の大きさ（effect size）

やその確率 P 値（例えば、P<0.05 であるかどうか）にのみ目が向けられる。影響の大きさとは、

曝露群-非曝露群間の平均値の差、生体曝露指標の単位変化当たりの得点変化、あるいは生体影響

指標値に対する相対リスクや Odds 比など様々な形で表される。臨床的に重要でないという理由で

影響の大きさを無視することもあるが、そのような見方をすると、影響評価を公衆衛生の場に適

切に置けなくなる。あるリスク要因に起因する集団負荷を見積もる場合、当該要因によるリスク

の大きさや集団内での発生頻度を反映する測定基準が必要となる。大きな衝撃を有するリスク要

因は患者に重篤な影響を及ぼすが、その発生頻度が稀であるなら集団負荷に影響する主要因と言

えなくなる。逆に、発生に伴う衝撃は小さくとも発生頻度が高いならば集団に大きな負荷をかけ

ることになる。Bellinger は、疾病の重篤さに重きを置くのではなく、リスク要因により集団全体

にかかる負荷を推定する方法を考案した 28)。 

 全米の 5 歳以下 2,550 万人の知能指数（full-scale IQ）に降りかかる医学リスク、社会リスク、

化学リスクに由来する IQ 損

失を過去に報告された文献

から算出し、そのリスクの

大きさを評価する方法であ

る。例えば、早期出産によ

る IQ 損失は 34,031,025 点と

なるが、これは以下のよう

に算出された。①米国では、

小児の約 12.3％が在胎齢 37

週未満の早期出産と言われ

ている。②Bhutta らは 15 の

研究から症例群 1,556 名と

対照群 1,720 名をメタ分析

に用いた。メタ分析より算

出される症例群の IQ 低下の

平均値は 10.85 であった。③

これを 2,550 万人の米国小

児に当てはめると 34,031,025 点となる。 

 小児 IQ の損失得点に及ぼす環境化学物質（本研究ではメチル水銀、有機リン系殺虫剤、鉛のみ）

の影響は集団負荷としてみると、かなり大きい。なお、この表の算出では、胎児性水俣病のよう

な“影響の大きさ”の大小というより、その発症および曝露頻度の高さが数値を決めてしまう。

したがって、メチル水銀は毛髪水銀濃度が 1.11 g/g 以上の米国女性 10％に当てはめて算出された

が、全レンジに当てはめると、1,875,017 点となると述べた。 

■ 日本の出生コホート研究からの発信 

 日本の主たる出生コホート研究は「環境と子どもの健康に関する北海道スタディ」と「東北コ

リスク要因 IQ の損失得点 

Medical condition   

 
Congenital heart disease 104,805 

 
Preterm birth 34,031,025 

 
Type 1 diabetes 185,640 

 
Acute lymphocytic leukemia 135,788 

 
Brain tumors 37,288 

 
Duchenne muscular dystrophy 68,850 

Neurodevelopmental disorders   

 
Autism spectrum disorders 7,109,899 

 
Pediatric bipolar disorder 8,164,080 

 
Attention deficit hyperactivity disorder 16,799,400 

 
Postnatal traumatic brain injury 5,827,300 

Socioeconomic, nutritional, psychosocial factors   

 
Nonorganic failure to thrive 5,355,000 

 
Iron deficiency 9,409,500 

Environmental chemical exposures   

 
Methylmercury 284,580 

 
Organophosphate pesticides 16,899,488 

  Lead 22,947,450 
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ホート調査」であり、両者とも現在進行形の中で毎年研究発表を行っている。環境と子どもの健

康に関する北海道スタディは札幌市内の１産院コホート（対象者 514 名）と、北海道全域での大

規模コホート（妊婦の参加目標 20,000 名）の 2 つからなり、前者は母体血、臍帯血、毛髪、母乳

のダイオキシン類、有機フッ素系化合物、水銀等の化学物質による小児の出生時体格、神経発達、

アレルギー疾患などの健康影響を詳細に検討する目的で 2002 年に開始され、後者は先天異常発生

と化学物質曝露の因果関係、化学物質代謝酵素等の遺伝子多型に基づく個人感受性素因の相違と

先天異常との関連を解明する目的で 2003 年に立ち上げられた。2012 年の研究成果は葉酸に関す

る論文 2 編と有機塩素系殺虫剤に関する論文 1 編が雑誌に掲載されている 29-31)。 

 東北コホート調査は難分解性環境汚染物質（POPs）およびメチル水銀による胎児～新生児期曝

露と児の成長・発達との関連性を明らかにするために計画され、2001 年より登録を開始した。2012

年には、このコホート（30 ヶ月児）を用いて PCB、メチル水銀、鉛のいずれが小児の行動上の問

題に影響を及ぼすのか検討した結果を Environmental Research 誌に掲載した 32)。対象者 306 名の臍

帯血の総水銀の中央値は 10.2（5～95 percentiles、4.1～24.5）ng/g、総 PCB は 48.3（18.6～116.3）

ng/g 脂質、鉛は 1.0（0.5～1.7）g/dl であった。 

 

母子ペア 306 組の子どもの行動チェックリスト得点に対する曝露指標および交絡因子の関係 

－重回帰分析の結果（重相関係数と標準回帰係数）－ 
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

                                      Internalizing score          Externalizing score             Total score 

                                   _____________________________________   _____________________________________     _________________________________ 

        Model 1      Model 2       Model 1     Model 2        Model 1     Model 2 
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

Multiple correlation coefficient   (R)      0.418**        0.319**       0.320**      0.315**        0.376**     0.327** 
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

log10 [Cord-blood PCB]                0.063          0.158*        0.067        0.085          0.048       0.114 

log10 [Cord-blood THg]      -0.005         -0.004        -0.033    -0.033         -0.038      -0.037 

log10 [Cord-blood lead]      -0.107         -0.070        -0.038    -0.032        -0.092       -0.066 
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

Birth weight       0.025          0.048         0.014     0.019         0.016       0.031 

Child gender                        -0.001         -0.010          0.027     0.026         0.019       0.013 

Maternal age at parturition     -0.077         -0.216**  -0.143*    -0.170**         -0.105      -0.200** 

Birth order                        -0.313**                 -0.059          -0.216** 

Delivery type                        -0.024          0.010  -0.067    -0.061         -0.052      -0.028 

Drinking habit during pregnancy     0.016           0.027   0.035     0.037          0.023       0.031 

Smoking habit during pregnancy     0.018          -0.004   0.057     0.055          0.057       0.047 

log10 [Maternal seafood intake]     -0.060         -0.076   -0.077     -0.080         -0.066      -0.077 

Raven score              -0.116*         -0.074   -0.052     -0.044         -0.059      -0.030 

Score of the EES at 18 months     -0.128*         -0.139*   -0.144*     -0.146*         -0.156**    -0.164** 

Breastfeeding       -0.032         -0.038   -0.127*      -0.128         -0.089      -0.093 
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

* P < 0.05, ** P < 0.01 (THg, 総水銀).  

 

 子どもの行動チェックリスト（Child Behavior Checklist, CBCL）を神経発達指標として用い、そ

の中の内向尺度得点（Internalizing 得点）は、総水銀や鉛濃度との間に有意な相関を示さなかった

が、総 PCB と有意な相関を示した。交絡因子を入れた重回帰分析（上表 Model 1）を行うと総 PCB

の有意な相関は消失した。そこで出生順序の変数を交絡因子から取除くと（上表 Model 2）、再び

内向尺度得点と総 PCB の間に有意な関係が見られた。第 1 子の行動チェックリスト得点および総

PCB 濃度は、第 2 子またはそれ以上と比べ、有意に高いので、第 1 子とそれ以外で別々に検討す

べきと考えられた。第 2 子またはそれ以上の群で、出生順序を除く交絡因子の影響を調整した偏
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相関係数を算出すると、有意な正の相関が認められた。以上より、小児の内向的な行動上の問題

は PCB の胎児期低濃度曝露により影響されることが示唆された。 

 

３）日本から発信しているヒト水銀研究の概要 

 2012 年にわが国の研究者から発信されたヒトの水銀に関する論文は 4 編あった 33-36)。 

■ 妊娠期間中の母親血および臍帯血メチル水銀とドコサヘキサエン酸（DHA） 

 魚は、発達段階の脳に対して有害影響をもたらすメチル水銀とともに、有益な DHA を多く含ん

でいる。Sakamoto らは、54 名の出産後の母親頭髪 1 cm 間隔の水銀濃度とともに、その妊娠早期

および出産時の母体血と臍帯血からメチル水銀および DHA を測定した 33)。出産時の母体血水銀

濃度は妊娠早期と比べて幾分低値であり、臍帯血水銀濃度は出産時の母親血と比べて 1.9 倍高か

った。一方、出産時母体血漿 DHA レベルは、妊娠早期および臍帯血と比べ、2.3 および 1.6 倍高

かった。この時、胎児循環中の水銀および DHA は有意な正の相関（r=0.40, P<0.01）が見られた。 

   
Pearson積率相関係数 

母体 1 cm毎頭髪水銀濃度 
 
臍帯血水銀 

 
母体血漿 DHA 

 
臍帯血漿 DHA 

  (g/g)   7.64 ± 2.64 (ng/g)   136 ± 38 (mg/L)   60 ± 15 (mg/L) 

0-1 cm (n=54) 1.43 ± 0.57 
 

0.87** 
 

0.33* 
 

0.34* 

1-2 cm (n=54) 1.36 ± 0.55 
 

0.82** 
 

0.24 
 

0.23 

2-3 cm (n=54) 1.34 ± 0.35 
 

0.79** 
 

0.21 
 

0.21 

3-4 cm (n=54) 1.38 ± 0.66 
 

0.61** 
 

0.23 
 

0.19 

4-5 cm (n=54) 1.34 ± 0.81 
 

0.68** 
 

0.41** 
 

0.38* 

5-6 cm (n=54) 1.33 ± 0.48 
 

0.62** 
 

0.43** 
 

0.37* 

6-7 cm (n=54) 1.38 ± 0.50 
 

0.55** 
 

0.35* 
 

0.27* 

7-8 cm (n=54) 1.39 ± 0.53 
 

0.50** 
 

0.38* 
 

0.34* 

8-9 cm (n=54) 1.45 ± 0.62 
 

0.26 
 

0.24 
 

0.21 

9-10 cm (n=52) 1.45 ± 0.67   0.20   0.21   0.17 

* P < 0.05, ** P < 0.01.  濃度はMean ± SDで表示. 

 臍帯血水銀は出産時頭皮から最初の 1 cm の母体頭髪水銀と最も高い相関があった（上表）。ま

た、出産時母体および臍帯の血漿 DHA 濃度は頭髪根元から 4～6 cm の毛髪水銀濃度と最も強い相

関を示した。以上より、著者らは胎児メチル水銀は妊娠後期の母体メチル水銀曝露を反映するこ

と、また母体および胎児の血漿 DHA レベルは妊娠中期の魚摂取を反映すると考えた。 

■ メチル水銀の毛髪-血液比率と生物学的半減期 

 One-compartment モデルにおけるメチル水銀の毛髪-血液比率と生物学的半減期は過去と現在で
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異なっているように思われることから、Yaginuma らは健常対象者 27 名にマグロの摂食によるメ

チル水銀曝露（3.4 g/kg 体重/週の 14 週間摂食）実験を行い、毛髪総水銀および血中総水銀濃度

を各々4 週毎、1-2 週毎に測定した 34)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

血中（●）および毛髪（■）の

総水銀濃度と時差調整（△）お

よび調整無（▲）の毛髪-血液比

率の経時的変化 

 

 

 

 血液および毛髪の水銀は経時的に有意に変化し、14週までに血中総水銀は6.7から26.9 ng/gへ、

毛髪総水銀は 2.3 から 8.8 g/g へと増加した。血液から毛髪への時間差を調整した後の毛髪-血液

比率は全期間で 344 ± 54 であった。また、生データから算出される総水銀の生物学的半減期は血

液で 94 ± 23 日、毛髪で 102 ± 31 であったが、バックグラウンド値を引いた値から算出する半減期

は各々57 ± 18 日および 64 ± 22 日であった。以上より、過去の研究から算出されたメチル水銀の

毛髪-血液比率は、今回の研究に照らすと、過小評価されているように思われた。実用性とともに

バックグラウンド値の不確かさを考慮すると、生データから算出される生物学的半減期の方が、

バックグラウンド値を引いて算出した値（この値の方が従来の値に近い）よりも、好ましいと考

えられると著者らは結んでいる。どちらの算出法が採用されるべきかは今後の課題である。 

■ 母体血、臍帯血、乳幼児血中の金属濃度の変化 

 胎児および幼児の発達途上の脳は環境化学物質の汚染に影響を受け易いが、乳児期の母乳摂取

が体内の金属にどれほど影響するのか明らかでない。そこで、Sakamoto らは 3 ヶ月の母乳摂取期

間前後のメチル水銀、鉛、ヒ素、カドミウムおよびセレンの体内変化を検討した 35)。母子 16 組か

ら得られた出産時の母体血、臍帯血および 3 ヶ月児の乳児血から赤血球分画を集め、金属濃度が

測定された。なお、赤血球の水銀の大半はメチル水銀として存在するので、赤血球中の総水銀濃

度はメチル水銀曝露を反映することになる。 
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母体、臍帯、3ヶ月児の赤血球水銀、鉛、ヒ素、カドミウム、セレン濃度(中央値 ng/g と 25-75 パー
センタイル値)と母体、臍帯、3 ヶ月児の赤血球濃度間の Spearman 順位相関係数(r) 

n=16 水銀 鉛 ヒ素 カドミウム セレン 

母体赤血球 7.87 (5.88-10.34) 24.5 (16.7-32.4) 6.28 (4.53-7.41) 2.81 (2.30-3.16) 238 (229-276) 

臍帯赤血球 a 11.76 (9.9-18.0)** 14.8 (9.9-18.0)** 3.84 (2.99-4.51)* 0.57 (0.50-0.62)** 280 (259-306) 

3 ヶ月児赤血球 b 7.37 (4.31-8.54)** 15.3 (13.4-17.4) 1.89 (1.43-2.46) 0.63 (0.54-0.70) 207 (194-226)** 

相関係数（ｒ） 
     

 母体 vs 臍帯血 0.81** 0.79** 0.48 0.08 0.61** 

 臍帯 vs 3 ヶ月児血 0.69** 0.69* 0.12 0.56* 0.68** 

a 母体と臍帯赤血球の間、 b 臍帯と 3 ヶ月児赤血球の間の差は Friedman 検定後の Dunn の多重比較法で解析 

* P < 0.05, ** P < 0.01. 

 臍帯血赤血球中の総水銀濃度は母親と比べて 1.5 倍高いが、3 ヶ月の母乳摂取の間に約 60％ま

で減少した。臍帯血セレン濃度は母体レベルとほぼ同じであるが、乳児においては 3 ヶ月の間に

約 75％まで減少した。臍帯赤血球中の鉛およびヒ素濃度は母体の約 60％位であり、その後殆ど変

わらなかった。臍帯赤血球中カドミウム濃度は母体赤血球中の約 20％程度であり、3 ヶ月後も同

様のレベルのままであった。以上より、妊婦は高いメチル水銀曝露に特別の注意を払う必要があ

るが、今回の対象者にとって、母乳摂取による金属曝露を問題視することはないと考えた。 

■ 水俣市における高血圧死亡に及ぼしたメチル水銀の影響 

 近年メチル水銀曝露が心筋梗塞や高血圧症に悪影響を及ぼすことが示唆されているが、その証

拠は限られている。そこで、Inoue らは過去にメチル水銀中毒の発生した水俣において標準化死亡

比（SMR）を用いてこの関係を調べた 36)。水俣市民の高血圧症と粥状動脈硬化性心疾患の死亡率

を熊本県の当該死亡率と比較した。1953 年から 1970 年までの粥状動脈硬化性心疾患の SMR と

95％信頼区間を推定すると、1953～1967 年は絶えず低かった。逆に 1963～1967 年の高血圧症 SMR

は有意に高く（SMR 1.38、95％信頼区間 1.06～1.79）、その後低下した。 

水俣市民の粥状動脈硬化生心疾患、高血圧症、その他の心疾患による死亡者数と 
年齢調整標準化死亡比およびその 95％信頼区間（熊本県民死亡率を基準） 

期間 ∖ 疾患名   

変性心疾患を含む

粥状動脈硬化性心

疾患 

高血圧症 他の心疾患 前記 3疾患の合計 

1953-1957 年の水俣市民の死亡数 
 

84 17 13 114 

 年齢調整死亡比と 95％信頼区間 
 

0.77 (0.62-0.95) 0.96 (0.59-1.54) 0.67 (0.46-1.32) 0.79 (0.66-0.95) 

1958-1962 年の水俣市民の死亡数 
 

73 23 47 143 

 年齢調整死亡比と 95％信頼区間 
 

0.79 (0.63-0.99) 1.09 (0.72-1.64) 0.99 (0.74-1.31) 0.88 (0.75-1.04) 

1963-1967 年の水俣市民の死亡数 
 

107 56 32 195 

 年齢調整死亡比と 95％信頼区間 
 

0.76 (0.63-0.92) 1.38 (1.06-1.79) 0.91 (0.64-1.29) 0.89 (0.77-1.02) 

1969-1970 年の水俣市民の死亡数 
 

不算出 23 不算出 不算出 

 年齢調整死亡比と 95％信頼区間     1.07 (0.71-1.61)     

 この結果を、著者らはメチル水銀曝露が高血圧を引き起こしたと考えた。しかし、当時不知火

海や水俣湾で獲れる魚を食べていたことは事実としても、魚摂食時に相応の塩分を使用していた

可能性は否定できず、この結果のみでメチル水銀のせいとするには無理があろう。 

 

４）水銀とセレンの関係 

メチル水銀毒性へのセレン及びセレン化合物による修飾影響に関する研究は 1970 年代から報

告されており、近年においても水銀曝露による各種疾患の発症に共存するセレンが影響を及ぼす
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か検討を行った報告が散見される。 

魚中水銀レベルに着目した各国の魚摂取に関する規制 

 
マ
カ
ジ
キ 

メ
カ
ジ
キ 

サ
メ 

マ
グ
ロ
類 

ツ
ナ
缶 

そ
の
他 

注 意 事 項 要 点 実施年 

日 本 ① 

（厚生労働省） 
 ○ ●   ○* ○: ≦60～80g/週２回、●: ≦60～80g/週１回  

＊その他: ﾊﾞﾝﾄﾞｳｲﾙｶ ≦60～80g/2 ヶ月に 1 回 
2003 

米 国 ①②⑤ 

(FDA，EPA) 
 ○ ○ △ ●  

○: 摂取を避けるべき（他にｻﾜﾗ、ｱﾏﾀﾞｲ）、●: ≦12 オ

ンス(340)g/週（他にエビ、サケ、タラ、ナマズ） 

・個人が捕獲した魚については各地域の勧告を優先，

幼児の場合は勧告に従いかつ量を減らす 

2001 
2004 

E  U ①②⑤ 

(保健・消費者保護総局) 
○ ○ ○ ●  ○ 

○: 大型の捕食性の魚≦1 食(100ｇ未満)/週 

●: マグロは週２回まで 
2004 

オーストラリア ③注） 

(豪州・ﾆｭｰｼﾞｰﾗﾝﾄﾞ食品基準局) 
○ ○ ○   ○＊ 

注）①④: ≦1 食 150g/月 2～3 回（6 歳以下の小児, 1

食 75g 以下/月 2～3 回）、サメ(ﾌﾚｰｸ)又はカジキ類は 2

週間に 1 食、それ以外の魚をその 2 週間摂取しない。

①④以外：サメ、カジキ類は週 1 食，それ以外の魚は

週 2～3 食 

＊その他：オレンジラフィー(シーパーチ)，ナマズ 

2001 
2004 

ニュージーラントﾞ① 

(豪州・ﾆｭｰｼﾞｰﾗﾝﾄﾞ食品基準局) 
○ ○ ○ ○  ○＊ 

①≦1 食約 150g/週４回   

＊その他: エイ、バラマンディ、ギンサワラ、オレン

ジラフィー、リング、地熱水域で漁獲される魚 

2001 

ノルウェー ①② 

(食品衛生監視局) 
○ ○ ○ ○  ○＊ 

①②はクジラを食べるべきではない。特に①はクジラ

以外に左記の魚も食べるべきではない。 

＊その他: クジラ、カワカマス、パーチ(25cm 以上)、

マス及びイワナ(1kg 以上)、エイ 

2003 

英 国 ①④ 

(FSA／英国食品基準庁) 
○ ○ ○ ○ ○  

①: サメ、メカジキ、マカジキの摂取を避ける、マグ

ロ缶詰≦４個(560g)/週，又はマグロステーキ≦2 枚

(280g)/週。 ④：サメ、メカジキ、マカジキの摂取を

避ける。 

2002 
2003 
2004 

カナダ ①③④ 

(カナダ保健省) 
 ○ ○ ○   左記の魚の摂取は 1 食/週、また①⑤は 1 食/月 2002 

アイルランド ③注） 

(アイルランド食品安全庁) 
○ ○ ○ ○ ○  

注）①②⑤：サメ、メカジキ、マカジキの摂取を避け

る、マグロステーキ≦1 枚(8 オンス、約 230g)/週，又

はマグロ缶詰≦2 缶(１缶=8 オンス、約 230g)/週を限度

とする。  

それ以外：サメ,メカジキ,マカジキの摂取は週１食ま

で、マグロは摂食制限なし。 

2004 

デンマーク ①②④ 

(ﾃﾞﾝﾏｰｸ家畜・食品管理局) 
 ○ ○ ○  ○＊ 

週に 100g 未満 

＊その他：スズキ,カレイ,バラムツ,ニシラクダザメ,カ

マス,パーチ 

2004 

①：妊娠・妊娠する可能性のある女性 ②：授乳中の母親 ③：全ての人 ④：小児 ⑤：幼児 

メチル水銀とセレンの 2 つのキーワードで検索された 2012 年発行の原著論文は 14 編あり、内

訳は疫学研究 1 編 37)、ヒトの血中レベル分析 1 編 35)、動物における投与実験 5 編 38-42)、海洋生物

の含有レベル分析 5 編 43-47)、in vivo 実験 1 編であった。セレンと水銀に関する疫学調査やヒト対

象の研究は 2011 年より更に減少しており、魚など海洋産物に含有される水銀やセレン関連指標に

着目した研究報告が近年増加している。これは、高濃度メチル水銀を含む魚の長期摂取により、

胎盤経由で小児神経発達に悪影響が及んだり、循環器疾患等の潜在的リスクが上昇することが知

られるようになったことと、水銀濃度の高い魚の摂食基準について欧米諸国やわが国で指針を公

表したことに関連するかもしれない（各国の水銀規制の要約表）。海洋産物類の食用リスクに対す

る関心が高まり、魚含有のセレン化合物がメチル水銀毒性を軽減するメカニズムや生物種による

差異を明らかにしようとする研究が増えていると言えよう。 

対象魚種 

国名・対象者 
(実施機関) 
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■ 高血圧疾患への影響 

Mozaffarian らは、米国大規模コホートで収集した対象者の足の爪を保存し、冠動脈疾患や心筋

梗塞を発症した 3,427 人と年齢、性、人種、喫煙習慣をマッチさせた対照群の足爪中水銀とセレ

ン濃度を分析し、魚摂取由来の水銀が冠動脈疾患や心筋梗塞発作の発症に影響を及ぼす証拠は得

られなかったと 2011 年の New England Journal of Medicine 誌に掲載したが 12)、2021 年には高血圧

発症リスクについて発表した 37)。 

水銀曝露レベル毎の高血圧発症の多変量調整相対危険（ハザード比） 
－2つの前向きコホート研究における米国男女 6,045 名を対象として－ 

 

 健康な男女 6,045 名の平均 14.9 年追跡後の高血圧発症者は 3,540 名であった。この集団を爪水

銀濃度で 5 分位に分割し、最も低い集団（表 Q1）を対照群とした。集団全体の水銀曝露レベルは

概して低く、最も高い Q5 集団が毛髪水銀濃度換算値で 2.0 g/g 以上に相当したが、米国の基準レ

ベル（reference level）の 2.5 倍を超えない集団であった。爪水銀濃度の最も高い Q5 集団の交絡因

子調整後高血圧症に対するハザード比は女性で 0.96（95％信頼区間 0.84～1.09）、男性で 0.82（同、

0.62～1.08）、男女合計で 0.94（同、0.84～1.06）であった。水銀濃度の分割カテゴリーを変えたり、

魚や n-3 系脂肪酸、セレンの摂取量、BMI、年齢で層別化しても結果は変わらず、水銀曝露の増

加による高血圧症のリスク上昇は認められなかった。 

 

■ 動物における投与実験研究 

Jinらは、ラットに食餌 1 kg当たりにセレン 1 mgまたは 3 mgとビタミンE 250 mgまたは 750 mg

を単独または両方混合したものを各々28 日間与え、メチル水銀（3 mg メチル水銀/kg 体重）を 2

週間経口投与する実験を行った 38)。メチル水銀投与が心臓血管系に毒性作用を及ぼしたことを示

す証拠、すなわち、パラオキソナーゼ活性の低下、血清酸化 LDL の増加および全身性炎症と血管

内皮炎症の徴候などが観察された。事前にセレンとビタミン E を投与した群では毒性指標の軽減

影響が認められたが、種類・投与量の組み合わせによっては増悪傾向が見られる実験群もあり、

セレンやビタミン E が水銀毒性を修飾する機序は未だ解明されていない点が多いと考えられた。 

同じくラットの投与実験として、Joshi らが 10mg/kg 体重 のジメチル水銀と同時に N-アセチル
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システイン、亜鉛あるいはセレンを投与し、毒性軽減影響を調べた。その結果、混合投与により

血液・組織中酸化ストレス指標の改善や DNA 損傷による分子構造変化を修復する効果が見られた

ことを報告している 39)。 

Bourdineaud らはマウスにメチル水銀含有の食用魚成分、あるいはそれと同等の精製品の塩化メ

チル水銀を各々2 か月間食餌に混ぜて摂食させる実験を行った 40)。2 か月後の open field の迷路実

験で、魚由来の水銀投与群でも塩化メチル水銀投与群と同じように認知行動機能の低下が認めら

れ、脳海馬でのドーパミン代謝のタンオーバーが増加していることが観察された。魚含有の栄養

素である多価飽和脂肪酸やセレンが水銀毒性を緩和する効果は本研究では明らかにされなかった。 

Huangらはシロチョウザメ 10匹に経口挿管でセレノメチオニンとメチル水銀を投与する実験を

行い 41)、同時投与した群の方が単独投与群より血中セレン・水銀濃度および組織中セレン濃度が

低くなったと報告した。 

Heinz らは、マガモ、ニワトリ、ミミヒメウの有精卵への塩化メチル水銀とセレノ L メチオニ

ンの注入実験を行った 42)。その結果、メチル水銀単独投与（0.2 g 水銀/g）よりセレノメチオニ

ン単独投与群（0.1 g セレン/g）の方がどの種でも（特にマガモで）奇形例が多く発生し、セレン

と水銀の同時投与群で明らかな毒性軽減あるいは交互作用はみられず、同時投与時のみ特異的に

みられる奇形（脊椎破裂、頭蓋脊椎破裂）も観察された。鳥の卵への水銀やセレン投与は少量で

も奇形をもたらすこと、セレノメチオニンの毒性をメチル水銀が修飾する可能性があると述べて

いる。 

■ 海洋生物の分析研究 

Lailson-Brito らは、ギアナイルカ 19 匹（胎児から 30 年齢まで、オス 11 匹とメス 8 匹）の肝組

織中の総水銀、メチル水銀、有機水銀、セレン濃度を分析した 43)。いずれのレベルも年齢群間で

有意差が見られ、また水銀とセレンの含有モル濃度に高い正の相関がみられた。X 線分析により

微細構造分析を行うと、組織中に鉱物（無定形結晶）化したセレン化水銀の存在が確認され、メ

チル水銀の脱メチル化による解毒プロセスにセレンが介在する知見が支持された。 

Hong らは、食用魚中とバルチモア国立水族館で飼育された 7 匹のバンドウイルカの血液および

組織中のセレン、水銀、モノメチル水銀濃度を分析した 44)。食用魚の総水銀量の 85～91%がモノ

メチル水銀であり、魚中セレンは水銀に対して十分過剰なモル濃度で存在していた。飼育イルカ

の血中水銀濃度はフロリダや南カリフォルニア海域にいる野生イルカの水銀濃度報告値より一桁

低く、大気沈降物の水銀レベルの差異によると考察されている。また飼育イルカでは、血中のモ

ル構成比が野生イルカに比べ、より低水銀・高セレン傾向になっており、水銀による神経毒性影

響を潜在的に受けにくくなっているであろうと述べた。 

Burger らはアラスカ産魚類と水鳥のセレンおよび水銀濃度の分析を行い、セレン/水銀モル比は

種間や種内で有意差があるものの、全てが平均 1 以上で水銀よりセレンのモル濃度が過剰である

と報告した 45)。セレン/水銀モル比はカラフトイワナ種を除く全ての海水魚で体長と負に相関して

おり、カラフトイワナやマダラなど一部の魚種の個体ではモル比が 1 未満のものもあったが、水

鳥ではモル比が 1 未満（すなわち水銀が過剰）の種はみられなかった。モル比にかなりのバラツ

キがあったため、魚摂取のリスク評価にセレン/水銀モル比の見積りを入れて毒性防御効果を考慮

するのは困難であると考察した。 
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Mulder らはノルウェー産マスの血清甲状腺ホルモン濃度を分析し、筋肉と肝組織中のセレン/

水銀のモル比が最もホルモンレベルとの相関性が高いこと、さらに過剰な水銀レベルが活性型甲

状腺ホルモンである T3 濃度を低下させることを示した 46)。甲状腺ホルモン T4 を T3 に変換する

にはセレン酵素である脱ヨード化酵素が必須であるため、水銀の解毒化にセレン-水銀化合物が合

成・消費されると、セレン酵素の活性阻害に続いて甲状腺モルモンの機能低下が引き起こされ、

魚の成長や生殖、発達の妨げになると述べた。 

Bjerregaard らは、小型茶色エビの海産 Crangon crangon の食餌に各種セレン化合物を混入・投与

し、水銀の排出変化について観察を行った 47)。その結果、亜セレン酸ナトリムとセレノシステイ

ン、セレノメチオニンを投与した場合にはメチル水銀の排泄量が増加したが、セレン酸二ナトリ

ウムの投与では変化がなかったと報告した。 

■ 上記以外のセレンの研究 

 メチル水銀毒性に対するセレンの防御作用について、in vivo で検討を行った Branco らの実験で

は、グルタチオンパーオキシダーゼ活性を指標とした際、鯛の脳・腎組織では毒性軽減作用がみ

られたが、筋肉組織では認められなかったと報告している 48)。 

 また in vitro の実験として、塩化第二水銀とメチル水銀の投与によるグルタチオン s-トランスフ

ェラーゼ pi 1 への影響を Goodrich らが検査したところ、非同義単一ヌクレオチド多型（GSTP1; 

Ile/Val 105, Ala/Val 114）の違いによって、酵素反応速度や阻害影響に有意な差異がみられたと報告

した 49)。 

 ――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――― 

以上、メチル水銀とセレンをキーワードに最近の文献を概観すると、これまでの研究を踏襲・

進展させ、疫学また実験的観点からも方向性に広がりのある種々の研究が報告されている。 

 

５）発展途上国における水銀の健康問題 

南米、アフリカ、東アジア諸国における小規模金鉱山における水銀による金抽出および中国の

水銀鉱山における鉱石採掘はそれら周辺の環境汚染と地域住民への健康影響を引き起こし、社会

的な問題となっている。近年は金鉱山周辺の河川の水銀汚染による魚介類へのメチル水銀の蓄積

に加え、水銀鉱山周辺の土壌汚染に由来する穀物へのメチル水銀の蓄積が新たな問題となりつつ

ある。この章は PubMed で“mercury gold mining”あるいは“mercury mining”を入力し、2012 年

に発表された論文を検索し、その中から小規模金鉱山や水銀鉱山における水銀による健康影響と

環境汚染に関する報告を紹介する。 

■ 小規模金鉱山における作業者および周辺住民の水銀曝露評価と健康影響 

南米では今なお伝統的な水銀-金アマルガム化法による金抽出が手掘り金鉱山で使用されてい

る。Harari らはエクアドルの海岸沿岸の 3 つ金鉱山の金鉱夫（220 名）、金売買人（37 名）、対照

群（72 名）を対象として水銀曝露量と神経運動機能について調査した 50)。尿中水銀濃度は、金鉱

夫で平均 3.3 (範囲、0.23～170) μg/g Creatinine (Cr)、粗金に残存している水銀を再び燃焼して精製

した後に金を販売する金売買人で 37.0 (3.2～420) μg/g Cr、対照群で 1.6 (0.2～13) μg/g Cr であった。

全血中の平均水銀濃度は各々5.2、30.0、5.0 μg/l であり、金売買人の尿および血液水銀濃度がとも

に高値を示した。しかし、金売買人が水銀-金アマルガム燃焼を中止すると、尿中水銀濃度が低下
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することも報告している。神経運動機能の手のふるえは、3 群間に有意な差を認めなかったが、

手のふるえの中心周波数は尿や血液中水銀濃度の増加とともに有意に高くなった。同様に、反応

時間も３群間に有意差を認めなかったが、尿および血液中水銀濃度の増加に伴い、有意に延長し

た。身体重心動揺も、3 群間に有意差を認めなかったが、尿や血液中水銀濃度と有意な負の関連

があった。 

Counter らは Nambija 金鉱山地区の子ども 22 名と成人 29 名を対象に脳幹経由の音響性アブミ骨

筋反射に及ぼす水銀影響を検討した 51)。血中水銀濃度は子どもで 15.6±21.3 (範囲 2.0～89) g/L、

成人で 8.5±7.1 (2.0～32) g/L であった。2,000Hz のスクリーニング用周波数に対する対側アブミ

骨筋反射閾値は、子どもで 92.9±6.1 (80～105) dB HL であり、成人で 90.0±6.4 (65～105) dB HL

であった。子どものアブミ骨筋反射閾値は血中水銀濃度の増加に伴い有意に高くなった。このこ

とは、水銀に関連する聴性脳幹障害を示唆すると考えられた。 

ペルーの Madre de Dios 地区の手掘り金鉱山でも水銀-金アマルガム化法による金抽出が行われ、

30,000 人以上の人が従事している。Yard らはペルー内陸にある Madre de Dios の鉱山地区の居住者

103 名を対象として、水銀のリスク評価を行った 52)。居住者の 1/3 が金鉱夫で、居住者の尿中水銀

濃度は幾何平均で 5.5 (0.7～151) g/g Cr、91％に血中メチル水銀 (幾何平均 2.7 g/L、0.6～10 g/L) 

が検出され、しかも 13 名に腎機能障害または神経障害が認められた。特に、水銀-金アマルガム

燃焼者の尿中水銀濃度は非燃焼者に比べて有意に高値であった。また、メチル水銀濃度は魚摂食

者の方が非魚摂食者よりも有意に高かった。著者らは、水銀曝露は Madre de Dios 川を経由して、

Huaypetue にまで広範囲に広がっているかもしれないと推測した。 

Ashe はペルーの Madre de Dios 地域の中心にある Puerto Maldonado 市の金鉱山近郊の住民 204

名の魚摂取量、性・年齢、居住地域と毛髪水銀濃度を調査した 53)。毛髪水銀濃度は、居住期間や

性との間に関係は認められないが、月当たりの魚摂取量が多くなるにつれ毛髪水銀濃度も高くな

った。また、毛髪水銀濃度は金鉱山地域に住む住民の方が市部に住んでいる人々より有意に高く、

金鉱山地域では男子 (3.39 g/g) が女子 (2.23 g/g) より有意に高かった。 

コロンビアではマクダレナ川やカウカ川流域で金採掘が行われている。Olivero-Verbel らはマク

ダレナ川やカウカ川流域住民 1,328 名の毛髪総水銀濃度測定と自他覚症状を行った 54)。毛髪水銀

濃度は、金鉱近くに位置するラ・ラーヤ地区で 5.27±0.32 g/g、アチ地区で 2.44±0.22 g/g、モ

ンテ・クリスト地区で 2.20±0.20 g/g と、金鉱山からの距離が遠くなるにつれ低値となった。男

子は女子より水銀濃度は有意に高いが、魚摂取頻度との間には有意な相関は認められなかった。

また、これらの地区住民には水銀曝露に起因する自・他覚症状は見られなかった。しかしながら、

今後の健康調査の継続は必要である。 

フランス領ギアナの Maroni 川に沿って金鉱山があり、長年の採掘によって陸生・水生動植物が

水銀汚染に晒されている。Fujimura らは、2004～2009 年の間に Upper Moroni 地区に住むアメリカ

原住民 387 名（男性 153 名、女性 234 名）の毛髪水銀を測定し、環境汚染による住民の水銀曝露

の評価を行った 55)。毛髪水銀濃度の平均値は男性で 9.4 ppm、女性で 9.9 ppm といずれも高値であ

った。原住民 37 名の魚介類摂取量と毛髪水銀の関係を調べると、相関係数は r
2 
= 0.373 (P < 0.05)

であった。また Maroni 川上流の魚肉水銀濃度を測定すると、高濃度（0.18～0.40 ppm）であり、

アメリカ原住民の高い毛髪水銀濃度は水銀に汚染された魚介類摂取に起因していると考えられた。 
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 アフリカでも多くの国々で小規模手掘り金採掘が行われているため、水銀による周辺住民の健

康影響が懸念されている。西アフリカにあるブルキナファソにおいても 6 地区に 8 金鉱山が存在

する。Tomicic らはこれら金鉱山で水銀-金アマルガムの燃焼などに携わる作業者 93 名に水銀曝露

評価とその影響について調査した 56)。尿中水銀濃度は作業者の 16％が 350 μg/g Cr を上回り、作

業者の 69％が ACGIH の生物学的許容値 35 μg/g Cr を越えていた。自覚症状では頭痛（53.3%）、

眩暈（53.8%）、胸痛（34.1%）、疲労（33%）、震え（31.9%）などの愁訴率が高く、作業者の 1/3

には自覚症状に加え、蛋白尿が認められた。 

■ 小規模水銀鉱山作業者およびその周辺住民の健康影響 

 中国の貴州省には多くの水銀鉱山が点在しており、水銀鉱山作業者や周辺住民の健康調査およ

び採掘活動による環境汚染調査が実施されている。Li らは湖南省西部に位置する茶田水銀鉱山周

辺にある茶田町民 54 名と鶏心町民 47 名（対照群）の血中水銀濃度測定と腎機能検査（血清のク

レアチニンと尿素窒素値）を行い、性・年齢別（子ども 18 歳未満、成人 18～60 歳、高齢者 60 歳

以上）の潜在性の水銀影響を評価した 57)。茶田町民の血中水銀（平均 6.09 μg/L、範囲 1.29～15.07 

μg/L）は対照群（3.67 μg/L、0.97～5.06 μg/L）と比べ有意に高かった。また、血清クレアチニンお

よび血清尿素窒素は茶田町民の平均値で 74.24 μmol/L と 13.26 mmol/L、対照群で各々62.02 μmol/L

と 11.65 mmol/L であり、茶田町民の方が有意に高かった。茶田町民における血中水銀と腎機能検

査値との相関係数は、血清クレアチニンで r=0.45（P < 0.01）、血清尿素窒素で r=0.20（P < 0.05）

であり、水銀曝露量が高くなるにつれ腎機能が悪くなることを示した。女性の血中水銀、血清ク

レアチニン、血清尿素窒素は男性よりいずれも高く、また高齢者が若年者よりも高値であったこ

とから、女性と高齢者が水銀曝露による影響を受けやすいと考えられた。 

 中国万山地域では、長年にわたる水銀採掘により地元住民は高濃度の水銀蒸気に曝露され、健

康影響に悩まされている。Li らは万山地域で住民 103 名のボランティアを募り、うち 50 名に有機

セレン含有（100 μg）酵母を 3 ヶ月間サプリメントとして与え、その効果を検討した 58)。セレン

サプリメント投与群は尿中への水銀排泄の増加と酸化ストレスのマーカーであるマロンズアルデ

ヒドや 8-ヒドロキシ-2-デオキシグアニンの尿中排泄の減少が観察された。以上より、この地域住

民へのセレンサプリメントの投与は、安易ではあるが、健康状態の回復や改善に実用的な方法で

あると報告した。 

■ 小規模金鉱山および水銀鉱山周辺の環境汚染 

 インドネシアには手掘りの小規模金鉱山が点在し、金採掘に伴う水銀の環境汚染が生じている。

Krisnayanti らは Lombok 島や Sumbawa 島における小規模金鉱山における水銀の環境中への排出に

ついて述べた 59)。金の抽出はアマルガム化法とシアン化法の 2 つの工程を経て行われ、その尾鉱

は直接、陸地や海洋に廃棄される。アマルガム化法の尾鉱には水銀が平均 3,000 mg/kg、シアン化

法の尾鉱には 1,600 mg/kg 含まれていた。シアン化法の尾鉱が廃棄されている沼近くの水稲米のメ

チル水銀濃度は 100 ng/g以上を示し、この濃度は中国の国内許容濃度の 5 倍以上であった。Lombok

島の小規模金鉱山作業者 40 名の毛髪総水銀濃度は平均 7.7 μg/g であり、非曝露群 40 名の平均 2.5 

μg/g と比べ高値であったが、メチル水銀濃度に有意差はなく、作業者の水銀曝露は大気からの曝

露であると考えられた。しかし、シアン化法の尾鉱が今後も廃棄され続けるならばメチル水銀に

よる汚染米の摂取による健康影響が懸念されるので、尾鉱管理の必要性を提言している。 
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  ガーナの西にある Bibiani-Anwiaso-Bekwai 地区の金鉱山廃鉱からの採鉱廃棄物が堆積した土

壌中の水銀汚染を Nartey らが調査した 60)。総水銀濃度は表層土で 0.067～0.876 mg/kg あり、

同じ土壌の深さ 20cm で 0.102～1.066 mg/kg、深さ 40cm で 0.037～4.037 mg/kg、深さ 60cm で

0.191～4.998 mg/kg であった。有機水銀濃度は表層で 0.012～0.260 mg/kg、深さ 20cm で 0.016

～0.653 mg/kg、深さ 40cm で 0.041～1.093 mg/kg、深さ 60cm で 0.101～2.546 mg/kg であった。

特に galamsey と呼ばれる金鉱夫が廃棄した尾鉱の土壌は他の地区に比べて高く、総水銀、有

機水銀とも土壌の深さに伴って増加する傾向を示した。一方、シアン化法で金抽出を行って

いる地区では水銀濃度は低値であった。 

 中国の水銀鉱山周辺では収穫された穀物に比較的高い濃度のメチル水銀が検出され、地域住民

に対する健康影響が問題となっている。Zhang らは水銀化合物の毒性に対するセレンの拮抗作用

を利用し、米-土壌系における無機水銀やメチル水銀の取り込みや移行に対するセレンの影響を調

査した 61)。米穀中セレン濃度は無機水銀やメチル水銀濃度と逆相関関係にあり、土壌中ではセレ

ン濃度との無機水銀濃度やメチル水銀濃度との間に相関関係が認められ、土壌中のセレン濃度の

増加は若芽への

無機水銀やメチ

ル水銀の移行を

抑制することが

観察された（図）。

根でもセレン濃

度と無機水銀濃

度との間に相関

が見られ、セレン

は稲への無機水

銀やメチル水銀

の吸収、移行、蓄

積の抑制に重要

な役割を果すこ

とを示唆している。 

 ――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――― 

小規模金鉱山地区周辺に住む小児に水銀による神経系への影響が報告され、水銀曝露による健

康影響が大人から小児まで及んでいること明らかになってきた。加えて、水銀に対する感受性は

高齢者や女性に高いことが示されている。金鉱山あるいは水銀鉱山周辺の住民にとって、大気の

みならず食物（魚介類や米穀）からの水銀曝露問題へと深刻化しつつある。小規模金鉱山周辺の

水銀による環境汚染および健康被害に対策には、金の回収法に水銀を使用しない別の新たな代替

法への転換が早急の課題となってきている。なお、シアン化法は規模が大きい所で使用されてお

り、環境への負荷（環境汚染問題）は水銀-金アマルガム化法より小さいように思えるが、シアン

化法も有害物質を扱うので健康問題の点では水銀-金アマルガム化法と大差ない可能性がある。 
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Ⅳ．考察 

 

 重化学工業化政策期に排出された水銀，鉛，カドミウム，ヒ素などの重金属の環境汚染により、

人類は様々な健康問題に遭遇した。今日，先進諸国ではこれらの化学物質に対して厳しい規制を

行い、また 2009 年にナイロビで開催された第 25 回国連環境計画 (UNEP) 管理理事会では水銀に

よるリスク削減のための法的拘束力のある「水銀条約」制定に向けた議論が交わされ、2013 年に

は「水俣条約」として採択・署名される見通しになっている。一方で、発展途上国における水銀

鉱山付近では嘗ての水俣湾の水質汚染に似た環境汚染が継続的に起こっており、環境科学雑誌の

トピックスになっている 50-61)。環境科学者は対岸の火事を傍観するのではなく、当該地域に積極

的に出かけ、第三、第四の水俣病が発生しないような具体的な予防策を講じなければならない 62,63)。

然もなくば、「知っている」が「何もしない」空想科学者の誹りを免れないのである。年を重ねる

中で人は経験を積むと言う。その経験がかけがいのない地球を守るために役に立たないならば、

環境科学者とは名ばかりとみなされ、将来失墜する。 

 小児の神経発達に及ぼすメチル水銀の有害影響は、高濃度曝露だけでなく、低濃度曝露でも起

こり得る 12)。高濃度曝露時の曝露評価の場合には毛髪水銀濃度を測定すれば完璧であった。しか

しながら、低濃度曝露で対象者が小児の場合、妊婦が食べた魚に対してメチル水銀や PCB に注意

を払うとともに多価不飽和脂肪酸（DHA など）やセレンの含有量にも目を向けなくてはならず 14)、

しかもメチル水銀の胎盤経由の移行は母子間で大きく異なるので 64)、代用指標で健康影響を推定

することは難しいかもしれない。このような研究では、間接的な指標を用いると誤った結論を引

き出してしまう可能性のあることを肝に銘じておかねばならない。換言すると、低濃度曝露の場

合、より直接的な曝露物質（例えば、臍帯血中のメチル水銀や DHA）を測定し、解釈・検討すべ

きであると考えられる。 

Davidson らはセイシェル小児発達研究の 17 歳児の Woodcock-Johnson 学力検査の結果を 2011 年

に発表した 22)。その中では母親毛髪水銀濃度とその学力検査成績との間に有意な正の関連があり、

メチル水銀の増加はむしろ神経発達にとって有益であると、過去の論文と同じような結論を出し

た。昨年度までの本報告書に記したように、セイシェル小児発達研究の曝露指標には多価不飽和

脂肪酸に関連するデータは一切含まれていない 2,6)。一方、2000 年より彼等が新たに始めたセイシ

ェル小児発達栄養研究では、魚を多食することによりメチル水銀も増加するが多価不飽和脂肪酸

（特に、DHA）も増加し、しかもメチル水銀と DHA の間には強い正の相関があった 11)。すなわ

ち、測定された毛髪水銀濃度値はメチル水銀の曝露指標であるとともに、魚摂取による DHA の指

標であると考えられた。それにもかかわらず、毛髪水銀濃度値はメチル水銀の曝露指標であると

主張し続けているのである。誤解されないよう一言付け加えると、我々は魚の有害性を強調する

つもりは全くない。魚に含まれる DHA 等の有益な物質について触れないで、魚摂食によって高く

なったメチル水銀が小児の神経発達に有益であると述べたことに対し異議を唱えるのである。 

セレンがメチル水銀の毒性を減弱させることは動物実験で示された 61,65-69)。また、ヒトを対象

とした介入研究で有機セレン含有（100 μg）酵母の 3 ヶ月間のサプリメントの投与により、尿へ

の水銀排泄の増加と酸化ストレスのマーカーであるマロンズアルデヒドや 8-ヒドロキシ-2-デオキ

シグアニンの尿中排泄量の減少が観察された 58)。これに対し、他の疫学研究では必ずしもセレン
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の影響は明らかでなく 70-72)、今回紹介した Mozaffarian らの高血圧発症に関する研究でもセレンの

作用は確認できなかった 37)。低濃度メチル水銀曝露の影響を明らかにする際に微妙に問題となる

メチル水銀とセレンの相互作用や、メチル水銀と多価不飽和脂肪酸の相互作用について、今後も

さらに情報を収集し、一定の結論を共有することが求められよう。 

 水俣病患者の死亡原因が Tamashiro らによって調べられ、1984 年にその結果が発表された 73)。

熊本県における水俣病患者 1,422 名のうち、1980 年末までに 378 名が死亡した。このうち、1954

年に最初の死亡が確認され、水俣病が公式に認められた 1956 年に最初のピークを迎えた。死亡数

が急速に増加したのは 1972 年以降であり、そのピークは 1976 年であった。1970 年以降の死亡原

因の筆頭は脳血管疾患（18.0％）で、悪性新生物（14.7％）、心血管疾患（14.1％）、水俣病（14.1％）

が続いたが、対照群との比較では、悪性新生物や高血圧疾患は低い傾向にあったとされる。メチ

ル水銀の高血圧症に及ぼす影響に関する論文が 2012 年に 2 編発表された。水銀曝露レベルが極め

て低い対象集団を扱ったMozaffarianらはメチル水銀の増加による高血圧症のリスク上昇を認めな

かった 37)。一方、Inoue らは水俣市民の 1963～1967 年の高血圧症の死亡率は有意に高く、水俣湾

で汚染された魚の摂食によるメチル水銀のせいであろうと推定した 36)。両者の研究背景（対象者、

曝露指標・曝露レベル、交絡因子）は全く異なるのでここで安易に結論を出すに至らなかったが、

後者で高血圧症死亡率が高いという事実は揺るがないとしても、それがメチル水銀曝露のせいな

のか否かについては推測の域を出ていないと考えられる。今後、これらの議論を含め、メチル水

銀・水銀の臓器別影響を整理していく必要がある。 

 本研究はメチル水銀のヒト健康影響に関する論文を主として扱っているが、環境中のメチル水

銀の移動・蓄積に関する研究も厖大である。わが国の水銀研究に多大なる貢献をされた故鈴木継

美教授は嘗て「マグロ筋肉中のメチル水銀は全て無機水銀のメチル化によるのか？」との疑問を

懐いておられたそうである。マグロの筋肉中のメチル水銀濃度は高く、またマグロの筋肉中には

無機水銀をメチル化する活性のあることが示唆された頃の話である。Ishihara らは、この問いに答

えるため、青森県大間で捕獲されたクロマグロのホルマリン固定された胃内容物を水銀分別定量

し、毒性学関連の雑誌に投稿した。しかし、当時何れの雑誌にも受理されなかったそうである。

その後原稿は行方知れずとなったが、数年前に最終原稿の写しが見つかり、文献等を更新して 2009

年に公表された 74)。この論文の結論は「マグロ胃内容物 (餌) 中のメチル水銀濃度はかなり高く、

メチル化機構の存在は否定しないものの、マグロ筋肉中のメチル水銀は餌由来であると考えられ

る」であった。現在であれば、厚生労働省の「妊婦への魚介類の摂食と水銀に関する注意事項の

見直し」を閲覧すれば 75)、魚類、クジラ、貝類、水産動物の総水銀およびメチル水銀濃度（g/g）

は「魚介類に含まれる水銀の調査結果」の中に公表されており 76)、マグロがどのような餌を食べ

るのかさえわかれば疑問に答えられよう。因みに、マグロの胃内容物 21 試料 (魚) のうち最も多

かったのはカタクチイワシであり、その総水銀中のメチル水銀割合は 73.6～100％であった 74)。 

 

Ⅴ．結論 

 

 今年度の文献レビューにより、以下のことが示された。①2008 年以降、メチル水銀を扱った論

文の中で疫学研究の割合は減少傾向にあったが、2011 年には増加した。②魚摂取による胎児期メ
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チル水銀影響は、例え低濃度であっても、妊娠中の母親魚摂取量や PCB を調整すると小児神経発

達に軽微な負の影響を及ぼしうるが、健康影響を評価したときの年齢で有害物質の影響の有無が

異なるようであるので、年齢別に有害物質毎の影響を整理する必要がある。③セレンのメチル水

銀の有害影響を抑制する作用については、ヒトや動物種により異なると考えられ、一定の作用を

確定するに至らなかった。④小規模金鉱山での水銀の拡散は世界中の途上国で行われているが、

金回収法に水銀を用いない別の新たな代替法を検討する必要があるかもしれない。 

 ――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――― 

 なお、「若い研究者にメチル水銀の問題を再認識してもらい、同時に学会やインターネットサイ

トに発表・掲載することにより、この種の研究の重要性を広く理解してもらうために情報発信す

る」目的で、日本衛生学雑誌 2011 年発行の 66 巻 682～695 頁に「メチル水銀毒性に関する疫学的

研究の動向」と題する総説を掲載した。これは PubMed でも“Recent evidence from epidemiological 

studies on methylmercury toxicity”(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21996768) として掲載され、

また日本の研究者は J-Stage を介して PDF ファイルとしてこの総説を入手できる。今後も、メチ

ル水銀の中で特定のテーマを定めて同様の発表をしたい。 

 

Ⅵ．次年度以降の計画 

 

出生コホート研究を追跡すると、メチル水銀を含む有害化学物質（鉛、PCBs など）により、神

経発達に影響する時期が異なりそうな結果が幾つか示唆されている。したがって、この種の発達

影響の発現および消失を時系列的に検討する研究が重要と考えられる。また、低濃度メチル水銀

曝露による健康影響を臓器（疾患）別に白黒つける必要があろう。さらに、途上国における水銀

の健康影響に関する論文が急増しているので、これらを整理すると、水銀影響の防護法にも繋が

る可能性がある。 
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Abstract 

 

   More than fifty years have passed since the outbreak of Minamata disease and methylmercury 

poisoning disasters like the Minamata disease due to industrial effluents or methylmercury-containing 

fungicide intoxication have scarcely happened in developed countries.  Nevertheless, health issues of 

low-level exposure to methylmercury in humans can exist and environmental and health issues of 

widespread mercury contamination have occurred in gold and mercury mining areas of developing 

countries.  In this article, we provide an overview of studies addressing these health effects of 

methylmercury and mercury, by using the PubMed of the US National Library of Medicine. 

   The following conclusions were obtained from the reviews on methylmercury and mercury exposure: 

(1) Concerning human studies addressing methylmercury and mercury, the number of papers published in 

2011 increased as compared to those in 2008-2010.  (2) Prenatal exposure to methylmercury originating 

from fish consumption, even at relatively low levels, appears to affect child neurodevelopment adversely, if 

maternal fish consumption during gestation, polyunsaturated fatty acids and polychlorinated biphenyls are 

adjusted for in the assessment process.  But, the effects of several hazardous chemicals on development 

may differ in children's age.  Further studies are needed to clarify which effect each hazardous chemical 

can induce in age-specific children.  (3) Selenium has been suggested to modify the adverse effect of 

methylmercury since 1970s, but such protective effects of selenium on hypertension were not observed in 

recent studies.  (4) Since there are many small-scale gold miners and people residing near the mines with 

signs/symptoms involved in chronic mercury poisoning in developing countries, precautions should be 

taken against it. 

 

Keywords: Methylmercury; Selenium; Child development; Gold and mercury mining; Hypertension 
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Ⅲ 水俣病患者の経年的変化および自然史の把握 



 



水俣病認定患者における臨床症候の自然歴の解析 

 

 研究者 安東由喜雄（熊本大学大学院生命科学研究部神経内科学分野教授） 
 

研究要旨 

 水俣病公式発見から 50 年以上が経過し、患者の高齢化に伴い、神経症候は多

様化してきている。そこで、水俣病認定患者の感覚障害の自然歴を明らかにし

て、水俣病による感覚障害と水俣病患者に加齢性変化により加わった感覚障害

の違いを明らかにし、水俣病認定患者に新たに加わった治療可能な疾患を見過

ごさないようにしなければならない。 

  

キーワード 

 水俣病、感覚障害、経年的変化、加齢性変化、合併症 

 

研究協力者  
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前田寧 （熊本大学大学院生命科学研究部神経内科学分野講師） 

中村政明（国立水俣病総合研究センター） 

 

Ⅰ 研究目的 

水俣病患者で本症の主症候のひとつである感覚障害に焦点をあて、自然歴を明

らかにすること。 

 

Ⅱ 研究方法 

 水俣病認定患者を対象として、感覚障害の経年的変化を過去のカルテ記録、

問診などの情報に基づき、発症時期、発症後の増悪の有無を記録した。2012 年

9 月から 11 月までの期間に水俣市立総合医療センターを受診した水俣病認定患
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者の感覚障害の罹病期間および発症後の増悪について調査した。対照として、

同時期に感覚障害で受診した患者の罹病期間について調べた。 

 

Ⅲ 研究結果 

 外来を受診した感覚障害のある患者 14 例（69±8 歳、女性 6 例）のうち、1

例(82 歳、女性)が水俣病認定患者であった。対照患者は 13 例（68±7.4、女性 5

例）であり、頸椎症 6 例、腰椎症 2例、糖尿病性神経障害 1 例、葉酸欠乏 1例、

慢性炎症性脱髄性多発神経炎 1 例、不明 2 例であった。罹病期間に関しては、

対照症例は 4.8±5.7 年に対し、認定患者は 50 年であった。認定患者の発症は

昭和 30 年代であり、感覚障害に関しては、四肢末端の感覚障害は発症後増悪な

く経過していたが、平成 23 年に四肢末端の痺れに加え、前腕にも新たに出現し

たため、MRI を撮影したところ、頸椎症性変化を認めた。 

 現在の進捗状況として、水俣病認定患者の調査に関しては、研究協力者であ

る佐藤神経内科クリニックの協力が得られており、水俣病認定患者の 20 例を対

象として、自然歴について調査中である。 

 

Ⅳ 考察 

 これまでの調査では、水俣病認定患者の感覚障害の発症時期は、昭和 30〜40

年代であり、発症後の増悪はほとんどなく、症候が一定であると報告されてい

る。1) 本研究では、外来に受診した水俣病認定患者を詳細に診療することにより、

水俣病認定患者の神経症候の自然歴を記録し続けることが重要であると考えら

れた。また、水俣病認定患者において、経過中に感覚障害が急速に増悪した場

合、水銀中毒以外の原因によることもあり、加齢により合併する治療可能な疾

患を見過ごさないためにも、認定患者の定期的な神経診察が必要であると考え

られた。 

 

Ⅴ 結論 

 水俣病患者の感覚障害の自然歴を明らかにして、水俣病患者に加齢により加

わった疾患による感覚障害を見過ごさないことが重要である。 

 

Ⅵ 次年度以降への計画 

 症例の収集に関しては、佐藤神経内科クリニックに通院中の 20 例に加えて、
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水俣市立総合医療センターに通院中の認定患者を対象として、当病院の神経内

科外来を受診していただき、定期的な神経診察を行うとともに経年的な変化や

曝露歴等の情報を収集する。患者については、どの診断基準による認定である

か示す必要がある。また患者研究において、学内の倫理委員会の承認を得る必

要がある。 

 今年度は、感覚障害に焦点をあて調査したが、感覚障害の客観的評価方法や

長期追跡データーの信頼性など感覚障害を長期追跡する問題点が挙げられた。

また、カルテ記録による追跡と問診による主観的なデーターを分けて報告する

必要性を指摘された。次年度へ向け感覚障害の客観的評価方法を導入して、他

覚的所見を記録する必要があると考えられた。また、中核症候である小脳失調

は、感覚障害と比べ、他覚的所見が得られやすいため、小脳失調に関する経年

的変化を調査すべきであると指摘された。経過中に使用されていた薬剤に関し

ても重要な情報であるため、調査の際には確認する必要がある。 

 さらに小脳失調を認める患者に MRI および SPECT を撮影して、神経症候と画

像所見の対比を行う。また、古典的水俣病患者において、協力が得られれば、

MEG と二点間識別覚との関係を評価する必要がある。 

 社会的背景から特定の状況がない限り、大規模な実態調査は困難であるが、

協力が得られる患者を集め、1例でも MEG と二点間識別覚異常との対比を行う。 

 

本研究に関する現在までの研究状況、業績 

 特記事項なし 
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Neurological symptoms of Minamata disease (MD) in long-term-analyses 

 

Akihiko Ueda1, Hiroshi Sato2, Masaaki Nakamura3, Satoshi Yamashita1, 

Tomohiro Suga1, Tomoo Hirahara1, Yashushi Maeda1, Yukio Ando1  

1Department of Neurology, Graduate School of Medical Sciences, Kumamoto 

University, 2Sato Neurological Clinic, 3National Institute for Minamata 

Disease 

Minamata diseae (MD) was casued by ingestion of seafood from the 

mithylmercury-contaminated areas. Although 50 years have passed since 

the discovery of MD, a few studies were available on the neurological 

findings in patients with MD in long-term-analyses. Thus, we evaluated 

changes in neurological symptoms and sign of MD. We also evaluated 

neurological symptoms modified by ages and various complications.  

 We evaluated 14 patients who visited Minanata City General 

Hospital and Medical Center to suffer from sensory impairment of the 

extremities. We discovered one patient who had been suffering from MD. The 

patient had shown new neurological symptoms since three years ago. The 

symptoms were caused by cervical spondylosis.  

We should distinguish neurological symptoms of MD from that of 

aged complication. We should be careful in looking over treatable 

complications such as cervical spondylosis.   
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Ⅳ メチル水銀に対する感受性決定の分子機構に関する研究 



 



メチル水銀に対する感受性決定の分子機構に関する研究 

 

研究者 永沼 章（東北大学大学院薬学研究科教授） 

 

研究要旨  

 前年度までの研究において、ゴルジ体から multivesicular body (MVB)ソーティングシステム

を経由して液胞に蛋白質を輸送する経路がメチル水銀毒性増強に深く関与していることを見出し、

この輸送系を介して液胞に運ばれる蛋白質の中にメチル水銀毒性を増強させる蛋白質が存在する

ことが示唆された。また、この輸送系の阻害またはメチル水銀処理によって 37kDa のユビキチン

化蛋白質のレベルが上昇することも明らかにした。この蛋白質の候補として Sis1 および Rsp3 を

同定したが、本年度における詳細な検討によって、目的とする 37kDa 蛋白質は Sis1 と結合する未

知のユビキチン化蛋白質である可能性が示唆された。そこで再度質量分析解析を行ったところ、9

種の蛋白質が同定された。現在、メチル水銀毒性とこれら蛋白質との関係について検討中である。

一方、我々は siRNA を利用したヒト遺伝子スクリーニングを実施し、ノックダウンされることに

よって HEK293 細胞をメチル水銀に対して高感受性にする蛋白質として TEX27（機能未知の転写因

子様蛋白質）を同定している。TEX27 と結合する蛋白質として直鎖ポリユビキチン蛋白質である

UBC が報告されているが、ヒトには UBC 以外に直鎖ポリユビキチン蛋白質として UBB が存在する

ことから、これら直鎖ポリユビキチン蛋白質の発現を同時に抑制する siRNA (UBBC siRNA)を作製

して、その影響を検討した。その結果、UBBC siRNA を導入した細胞は対照細胞に比べて高いメチ

ル水銀感受性を示し、TEX27 発現抑制細胞にさらに UBBC siRNA を導入しても、相加的または相乗

的なメチル水銀高感受性の上昇は認められないことから、直鎖ポリユビキチン蛋白質は TEX27 と

同一の経路で細胞のメチル水銀毒性軽減に関与している可能性が示唆された。次に UBC と結合す

ることが知られている蛋白質（約 30 種）の中から、TEX27 および直鎖ポリユビキチン蛋白質と同

一の経路を介してメチル水銀毒性の軽減に関与する因子を検索したところ、p47 が同定された。 

 

キーワード：メチル水銀、感受性決定遺伝子、蛋白質液胞輸送、MVB ソーティングシステム、酵

母  
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Ｉ 研究目的  

メチル水銀毒性に対する感受性には遺伝的な個体差があると考えられるが、感受性決定の分子

機構はほとんど解明されていない。我々はこれまで、酵母をヒトと同じ真核生物のモデルとして

用いた網羅的遺伝子スクリーニングを行い、酵母の全遺伝子の中から高発現によって酵母のメチ

ル水銀感受性に影響を与える遺伝子をいくつか同定してきた。酵母は扱いが容易であり倍加時間

が 2時間と短いことから短時間で結果を得ることができ、また、哺乳類細胞よりも遺伝学的解析

が簡単に確実に行えるなど多くの利点を有している。さらに、酵母遺伝子の多くはヒト遺伝子と

機能的な相同性が高く、これまでにも酵母を用いた基礎的研究がヒト細胞内機能の解明に大きく
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貢献してきた。最近我々は、より精度の高い方法として、高発現ではなく、各遺伝子をそれぞれ

欠損した酵母のライブラリーを用いた機能的遺伝子スクリーニング法を確立した。この方法を用

いた検索で、欠損によって酵母にメチル水銀耐性を与える遺伝子群が数多く同定され、しかもそ

れら遺伝子のほとんどはメチル水銀毒性に関与することが初めて示されたものであった。そこで

本研究では、これら遺伝子群の作用機構を解析することによって、メチル水銀に対する感受性決

定機構解明を目指す。 

上述のスクリーニングで同定された遺伝子群の機能は様々であったが、multivesicular body 

(MVB)ソーティングシステムに関わる複数の蛋白質の遺伝子が含まれており、それらがメチル水銀

の細胞毒性を増強する作用を有することが明らかとなった。MVB ソーティングシステムは、エン

ドサイトーシスで細胞内に取り込まれた膜蛋白質（受容体やトランスポーター）などを、液胞（リ

ソソーム）に運んで分解するか細胞膜に戻して再利用するかを選別する重要な細胞内機構の一つ

と考えられている。MVB ソーティングシステムとメチル水銀との関係について検討された例はな

く、我々が見出した「エンドソーム・液胞蛋白質分解系に関わる因子がメチル水銀の細胞毒性を

増強する」という知見は、これまでに知られていない蛋白質分解を介した全く新しいメチル水銀

毒性発現機構の存在を示唆するものである。 

これまでに我々は、MVB ソーティングシステムに関わることが知られている全ての蛋白質（13

種）とメチル水銀毒性との関係を検討し、これら蛋白質が一つでも欠けるとメチル水銀毒性が軽

減されることを明らかにし、さらに、様々な蛋白質輸送経路の内、ゴルジ体から MVB ソーティン

グシステムを介して液胞に輸送する経路がメチル水銀毒性の増強に関与することも明らかにして

きた。また、本システムによって認識される基質蛋白質はモノユビキチン化されていることが判

明しているが、我々はこの基質蛋白質のモノユビキチン化に関わると予想される蛋白質としてポ

リユビキチン蛋白質である Ubi4 を同定している。Ubi4 はメチル水銀の毒性を増強させる作用を

有しており、MVB ソーティングシステムは Ubi4 に依存してメチル水銀毒性を増強させることも判

明している。本研究では平成 22 年度〜24 年度の 3 年間で、Ubi4 に依存し、かつ、MVB ソーティ

ングシステムを介してメチル水銀毒性を増強させる酵母蛋白質（X-蛋白質）を明らかにすると共

に、その蛋白質の作用機構と MVB ソーティングシステムとの関係を解明することを第一の目的と

する。 

また、我々は酵母を用いたスクリーニングに加えてヒト培養細胞を用いたヒト遺伝子のスクリ

ーニングも実施している。そこで、このスクリーニングによってメチル水銀毒性の発現に影響を

与えることが判明した遺伝子についても、その作用機構をヒト培養細胞を用いて検討する。 

本研究で得られる成果は、メチル水銀に対して遺伝的に高感受性を示す人々の特定を可能にす

ると共に、メチル水銀毒性発現機構の解明にも大きく貢献すると考えられ、その社会的意義も大

きい。 

 

Ⅱ 研究方法  

１．酵母のメチル水銀に対する感受性 

 酵母の single colony を SD 培地に植菌し一晩振盪培養した後、この培養液を SD 培地で 1x104 

cells/180μlになるように希釈した。96-well plate に分注した本希釈培養液 180μlに塩化メチ

ル水銀溶液(最終濃度 0〜140 nM) 20μl を添加して 30℃で 48 時間培養後、620 nm の吸光度を測

定して酵母の増殖を調べた。なお、vector のみを導入した酵母を対照として用いた。 

66



 

２．酵母細胞からの蛋白質の抽出 

 酵母の single colony を SD 培地 2 mL 中に加えて 30℃で一晩振盪培養した後に、1×108 cells

または 5×108 cells を 10 mL または 50 mL の SD 培地に懸濁して 30℃でさらに培養した。3 時間

培養後に 8μMとなるように塩化メチル水銀を添加し、再び 1.5 時間振盪培養した。この酵母を脱

イオン水で 2 回洗浄後、1 mL の 10% TCA を加え氷上に 30 min 放置した。TBS で中性になるまで

洗浄後、グラスビーズと 150μL の TBS を加えて 4000 rpm、5 min で酵母を破砕した。その懸濁液

150μL を別のチューブに移し、そこに 50μLの lysis buffer (4％SDS、180 mM Na-HEPES；pH7.5) 

を加えて 100℃, 5 min 加熱した後に、20,000×g、5min で遠心し、上澄を総蛋白質サンプルとし

た。総蛋白質サンプル中の総蛋白質量は DC protein assay kit を用いて定量した。また本上澄を

総蛋白質量 20μg, 総容量 20μL となるように sample buffer および脱イオン水で希釈した後に

100℃、5 min 処理し、5,000×g、5 min で遠心して SDS-PAGE 用サンプルを得た。 

 

３．免疫沈降 

 蛋白質を抽出した後、DC protein assay kit を用いて総蛋白質量を定量後、総蛋白質量が一定

で、かつ、SDS 濃度が 0.1%以下になるように PBS で希釈した。あらかじめ 3 回洗浄しておいた

anti-HA high affinity matrix を加え、4℃で 3時間以上 incubate した。Beads を洗浄後、beads

と PBS を合わせて 50 μLとなるように PBS を加え、さらに 2×sample buffer を加えた。100℃で

3分加熱し、SDS-PAGE 用サンプルとした。 

 

４．共焦点顕微鏡を用いた各蛋白質の細胞内分布の観察 

GFP 融合蛋白質を発現させた酵母を SD選択培地 2 mL に植菌し、30℃で増殖対数期(OD600 = 0.5)

となるまで振盪培養した後、5×106 cells を SD 選択培地に total 1 mL となるよう懸濁し 30℃で

1時間培養した。2300×gで 1 分間遠心して集菌し、上清 950 μLを除いて 2 mM FM4-64 を 2 μL 

(final 80 μM 添加してさらに 40 分培養した。培養後、950 μL の生理食塩水を加えてから 2300

×g で 1 分間遠心して集菌し、SD培地を 900 mL 加え、0, 20 μMの塩化メチル水銀を 100 μL 加

え(final 0, 2 μM)、30℃で 90 分間振盪培養した。その後集菌し、滅菌水で洗浄後、PBS で希釈

した。観察は共焦点顕微鏡で行った (Filter: FGFP、Alexa Fluor 568)。 

 

siRNA 導入細胞のメチル水銀感受性 

 14 ml tube内で2.3 mlのD’MEMに1×104 cellsのHEK293を懸濁した。AllStars negative control 

siRNA および各遺伝子の siRNA 300 ng (導入詩の siRNA 濃度 : 10 nM) を希釈し、12 L HiPerFect 

transfection reagent を添加して混和した。Transfection complex 形成のため、室温で 10分以

上 incubate した後に、一滴ずつ complex を HEK293 に添加して siRNA を導入した。さらに、室温

15 分インキュベートした後に 2.1 mL の D’MEM を追加し、96-well plate の各 well に、5×103 cells

となるように播種した。37℃、5% CO2存在下で 48時間培養した後に、塩化メチル水銀を 96-well 

plate に 10 L ずつ添加した。処理 24〜48 時間後に塩化メチル水銀を含む培地から 10 % Alamar 

blue を含む培地 75 L に交換し、37℃、5 % CO2存在下で約 3 時間培養した後、蛍光マイクロプ

レートリーダーで蛍光を測定した (excitation, 544 nM；emission, 590 nM)。 
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核画分の分画 

 1×106 〜 1×107 cells に 400 L の hypotonic buffer を加え、細胞を回収し、氷上で 15 分

間静置させた。その後、10% NP-40 を 10 L 加えピペッティングした後遠心 (1,500×g、5 min、

4℃) した。上清を取り除き（上清を post nuclear 画分とする）得られたペレットに 75 L の

nuclear lysis buffer を加え、超音波処理した後、氷上で 30 分間インキュベートした。最後に

遠心 (15,000×g、5 min、4℃) し、得られた上清を nuclear 画分とした。それらに同量の 2×sample 

buffer を加え SDS-PAGE 用サンプルとした。 

 

（倫理面への配慮）  

 酵母および培養細胞の遺伝子組み換え体を用いた研究は「組み替え DNA 実験委員会」の承認を

得た研究の一環として実施したものであり、遺伝子組み換え生物等の使用等の規制による生物の

多様性の確保に関する法律を遵守し、P2 指定実験室で作業を行った。  

 

Ⅲ 研究結果と考察  

（１）MVB ソーティングシステムを介してメチル水銀毒性を増強する蛋白質（X-蛋白質）の同定

とその作用機構解析 

 我々は、Ubi4 に依存し、かつ、MVB ソーティングシステムを介してメチル水銀毒性を増強させ

る酵母蛋白質（X-蛋白質）を検索し、平成 22 年度にその候補として Rps3 および Sis1 を同定した。

興味深いことに、Rps3 はメチル水銀毒性を増強させる作用を有し、逆に Sis1 はメチル水銀毒性

の軽減に関与することが判明した。Rps3 は MVB ソーティングシステムを介して液胞に運ばれるこ

とによって初めてメチル水銀毒性増強作用を発揮するようになり、Sis1 は通常はメチル水銀毒性

軽減因子として機能しているがSis1の一部はMVBソーティングシステムを介して液胞に運ばれて

その機能を失う（分解される？）ため、MVB ソーティングシステムが抑制されると Rps3 はメチル

水銀毒性増強作用を発揮できず、また、Sis1 はメチル水銀毒性軽減機能を維持するようになるた

め、結果としてメチル水銀毒性が軽減されると予想することができる。しかし、平成 23 年度の検

討によって、両蛋白質が共にごく一部しか MVB ソーティングシステムによって液胞に運ばれない

可能性が示唆された。また、C 末端に HA タグを融合させた Sis1 を発現させた酵母の細胞抽出液

を HA抗体で免疫沈降した後に電気泳動で分離してユビキチン抗体で Western blotting を行った

ところ、MVB ソーティングシステムの停止（同システムの構成因子である Vps27 の欠損）はモノ

ユビキチン化された Sis1［分子量 46 kDa（Sis1＝37.6 kDa、ユビキチン＝8.5 kDa）］よりも 37 kDa

付近に泳動されるユビキチン化蛋白質のバンド量を著しく増加させた。同様の結果が Rps3 でも認

められることから、Sis1およびRps3は細胞内でプロセシングを受けている可能性も考えられる。

そこで本年度は Sis1 を例にとって、細胞内プロセシングの可能性について検討した。 

 Sis1 が細胞内プロセシングを受けるか否かを調べるために、N末端または C末端に HA タグを融

合させた Sis1（HA-Sis1 または Sis1-HA）をそれぞれ酵母内に発現させた。そして、HA 抗体で免

疫沈降した後にユビキチン抗体で Western blotting を行ったところ、MVB ソーティングシステム

の停止によって C末端のみならず N末端に HAタグを融合させた Sis1 を発現させた細胞において

も 37 kDa 付近に泳動されるユビキチン化蛋白質のバンド量が増加した。このことから、37 kDa

付近に認められるユビキチン化蛋白質のバンドはプロセシングされた Sis ではないことが明らか

になった。したがって、この 37 kDa 付近に認められるバンドは、Sis1 と結合する未知のユビキ
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チン化蛋白質である可能性が考えられる。そこで、このユビキチン化蛋白質を同定するために、

Sis1-HA発現プラスミドを導入したVps27欠損酵母の細胞抽出液を抗HA抗体で処理した後にユビ

キチン抗体で免疫沈降するという方法で非ユビキチン化 Sis1-HA をできるだけ除去したサンプル

を SDS-PAGE で分離し、37 kDa 付近のバンドを切り出してシステイン残基の還元およびゲル内消

化を行った後に質量分析装置で解析したところ、Mrs4、Rnr1、Rsf2、Ura8、Zrt2、Fba1、Kri1、

Myo2 および Tcp1 が同定された。現在これら、蛋白質とメチル水銀毒性との関係を検討している。 

 

（２）メチル水銀が MVB ソーティングシステムおよび液胞の活性に与える影響 

 MVB ソーティングシステムを介した液胞への蛋白質の輸送系がメチル水銀毒性増強に深く関与

していることは間違いない。そこで、メチル水銀が MVB ソーティングシステムの活性に与える影

響を検討した。膜蛋白質（酵母フェロモン受容体）である Ste3 は、エンドサイトーシスによって

細胞内に取り込まれた後に MVB ソーティングシステムを介して液胞へ運ばれて分解されることが

知られている。この Ste3 の分解に与えるメチル水銀処理の影響を検討したところ、蛋白質合成阻

害剤の存在下において、Ste3 は速やかに分解されたのに対し、メチル水銀はその分解を抑制した。

なお、この濃度のメチル水銀は酵母のエンドサイトーシス機能および液胞機能には影響を与えな

かった。この結果から、メチル水銀は MVB ソーティングシステムを亢進させることなく、むしろ

負に制御していると考えられる。 

 

（３）メチル水銀毒性の発現に関与することが判明したヒト転写因子の作用機構解析  

 メチル水銀毒性の発現に影響を与えるヒト遺伝子を明らかにするために、siRNA を利用した遺

伝子検索法を開発した。本法はヒト由来 HEK293 細胞を用い、約 22,000 とされるヒト遺伝子の中

で機能の判明している約 17,000 の遺伝子を siRNA によって 1つずつノックダウンしたのちに、そ

れら細胞（約 17,000 種）のメチル水銀に対する感受性を調べるものである。この方法を用いたス

クリーニングによって数多くのヒト遺伝子が同定されたが、その中に転写因子様蛋白質 TEX27 が

含まれていた。 

 TEX27 のノックダウンは HEK293 細胞をメチル水銀に対して高感受性にする。TEX27 はその機能

についてほとんど検討されていないが、構造中に zinc-finger ドメインを有することから転写因

子であると考えられる。昨年度の検討によって、メチル水銀が TEX27 の核移行を促進させること

が明らかになっており、TEX27 が細胞のメチル水銀暴露に応答して作用する防御因子である可能

性が示唆されている。 

 TEX27 と結合する蛋白質として直鎖ポリユビキチン蛋白質である UBC が報告されているが、ヒ

トには UBC 以外に直鎖ポリユビキチン蛋白質として UBB が存在する。そこで本年度は、これら直

鎖ポリユビキチン蛋白質の発現を同時に抑制する siRNA (UBBC siRNA)を作製して、その影響を検

討した。その結果、UBBC siRNA を導入した細胞は対照細胞に比べて高いメチル水銀感受性を示し

た。また、TEX27 発現抑制細胞にさらに UBBC siRNA を導入しても、相加的または相乗的なメチル

水銀高感受性の上昇は認められず、TEX27 発現抑制細胞と同程度のメチル水銀高感受性を示した。

このことから、直鎖ポリユビキチン蛋白質は TEX27 と同一の経路で細胞のメチル水銀毒性軽減に

関与していると考えられる。直鎖ポリユビキチン蛋白質はモノユビキチンの供給源として機能す

ることが知られている。しかし、TEX27 発現抑制細胞および UBBC 発現抑制細胞のモノユビキチン

のレベルは対照細胞と同程度であった。また、メチル水銀処理はこれら細胞中のモノユビキチン
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レベルに顕著な影響を与えなかった。以上のことから、TEX27 および直鎖ポリユビキチン蛋白質

によるメチル水銀毒性軽減作用に、少なくとも、モノユビキチンレベルの変動は関与していない

と考えられる。 

 次に、UBC と結合することが知られている蛋白質（約 30種）の中から、TEX27 および直鎖ポリ

ユビキチン蛋白質と同一の経路を介してメチル水銀毒性の軽減に関与する因子を検索したところ、

p47 が同定された。p47 は、細胞分裂の際にゴルジ体の分裂･再融合に関与する ATPase である VCP

の cofactor として機能する蛋白質である。VCP はゴルジ体の分裂･再融合以外に小胞体関連分解

に関与することが知られており、VCP の発現抑制が細胞に高いメチル水銀感受性を与えることも

見出している。しかし、対照細胞および TEX27 発現抑制細胞をメチル水銀で処理しても小胞体ス

トレスの誘導は認められなかったことから、TEX27 によるメチル水銀毒性軽減に小胞体ストレス

は関与していないと考えられる。 

 

Ⅳ 結 論  

 Sis1 が細胞内でプロセシングを受けたものと予想された低分子量のユビキチン化蛋白質が、

Sis1 のプロセシング体ではなく、Sis1 に結合する別のユビキチン化蛋白質であることが示され

た。本蛋白質が同定されれば、MVB ソーティングシステムから液胞への蛋白質輸送経路のメチル

水銀毒性発現における役割が解明されると期待される。 

 一方、ノックダウンによってヒト由来細胞（HEK293）をメチル水銀に対して高感受性にする

ヒト蛋白質として同定された TEX27（機能未知の転写因子様蛋白質）の結合蛋白質として報告の

ある直鎖ポリユビキチン蛋白質が TEX27 と同一の経路で細胞のメチル水銀毒性軽減に関与して

いる可能性が示唆された。 

 

Ⅴ 次年度以降の計画  

Sis1 に結合するユビキチン化蛋白質について詳細に検討することによって、MVB ソーティング

システムから液胞への蛋白質輸送経路のメチル水銀毒性発現における役割を解明する。また、ヒ

トの転写因子様蛋白質 TEX27 についても直鎖ポリユビキチン蛋白質との関係のみならずメチル水

銀に対する応答・活性化などについても検討し、その意義を明確にする予定である。 
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Abstract  

 

     To elucidate the mechanism of methylmercury toxicity, we have searched the genes that affect 

sensitivity of yeast cells to methylmercury.  We have found that the protein-transport pathway into 

vacuole through MVB sorting pathway from Golgi strongly involved in mechanism of enhancement of 

methylmercury toxicity.  Proteins (X-proteins) that are transported from Golgi to vacuole and enhance 

methylmercury toxicity might be included in yeast cells. In the last year, we identified Sis1and Rsp3 as 

candidates for X-proteins. However, results of the present study indicated that Sis1 was not X-proteins, and 

proteins that can bind to Sis1 might exist in cells as X-proteins.  Thus, we searched the Sis1-binding 

ubiquitinated proteins by gel electrophoresis and mass spectrometry, and found 9 proteins as candidates for 

the X-proteins. Now we are examining the relationship between these proteins and toxicity of 

methylmercury. On the other hand, we found that the decreased expression of the gene for TEX27 

sensitized human HEK293 cells to methylmercury. TEX27 has been reported to bind to polyubiquitin such 

as UBB and UBC.  The inhibition of expression of the gene for polyubiquitin also sensitized the cells to 

methylmercury. Simultaneous inhibition of these two genes showed neither an additive nor synergistic 

increase in the hypersensitivity to methylmercury. Thus, TEX27 may decrease the methylmercury 

sensitivity through same pathway to polyubiquitin. 
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低濃度メチル水銀暴露からの中枢神経細胞保護に関する研究 

小泉修一（山梨大学医学部薬理学 教授） 

 

要旨 

 脳の支持細胞と考えられていたグリア細胞であるが、これらの細胞機能の理解は、脳の生理機

能・病態を理解するために必須であると考えられるようになってきた。これまで、メチル水銀（MeHg）

に暴露された脳（分散培養細胞系）で、ミクログリアが低濃度の MeHg を感知しその情報を ATP

の化学情報としてアストロサイトに伝えること、アストロサイトは P2Y1 受容体でこの情報を感知

し、神経細胞保護因子である IL-6 を産生・放出することを報告してきた。本年は、これら一連の

応答に関連する、P2Y1 受容体欠損動物、さらに P2Y1 受容体をグリア細胞特異的に ON/OFF 制御し

た動物を用い、より脳内に近い実験条件である、脳スライス培養系を用いて、MeHg に暴露された

脳が、ミクログリア、アストロサイトさらに神経細胞それぞれで、どのような応答を呈するのか

を解析した。一連の応答の鍵となる、P2Y1 受容体欠損動物では、MeHg による傷害（PI 染色によ

り評価）が大きく、またこれはアストロサイトの P2Y1 受容体を特異的に欠損させた場合も同様で

あった。逆に、アストロサイトで P2Y1 受容体を過剰発現させた脳では、MeHg に対する抵抗性が

増すことが明らかとなった。さらに、これまでのアストロサイトの ATP システムは、急性期の傷

害に対して脳保護に働くことを示してきたが、より低濃度の MeHg による慢性的な傷害においては、

グリア細胞の過剰活性化及び ATP シグナルが、むしろ傷害を亢進させることが明らかとなった。

このようにグリア細胞の・ATP/P2Y1 受容体シグナルは、二面性を有すること、これらを踏まえた

解析が重要であることが明らかとなった。 

 

キーワード：メチル水銀(MeHg)、ミクログリア、アストロサイト、ATP、スライス培養系 

 

研究者協力者氏名・篠崎陽一（山梨大学医学部薬理学） 

 

I. 研究目的 

 グリア細胞は様々な脳機能の制御に重要な役割を果たすが 1)、種々の脳疾患、例えば外傷性、

炎症性、神経障害性疼痛、さらに神経変性疾患等 2)では、これらの発症や慢性化に関与したり、

逆に保護作用を呈したりすることが明らかとされつつある。このように、脳の生理・病態生理機

能と密接に関係するグリア細胞であるが、その機能に対し種々の医薬品、化学物質、環境汚染物

質等がどの様に影響するかに関してはほとんど知られていない。本研究は、メチル水銀（MeHg）

により惹起される脳機能障害における、グリア細胞の役割を明らかとすることを目的とするもの

である。前年度までのトランスクリプトーム解析により、MeHg に暴露されたアストロサイトはイ

ンターロイキン６（IL-6）を非常に強く発現すること、その分子メカニズムに細胞外 ATP が重要

であること、さらにこの IL-6 が MeHg による神経細胞傷害に対して保護効果を呈していること見

出した。さらに、ミクログリアがアストロサイトよりも低濃度の MeHg を感知し、その情報をアス

トロサイト、さらには神経細胞に伝えている可能性を見いだした。本年度の到達目標は、（１）低

濃度 MeHg を感知したミクログリアの応答様式の解明、（２）アストロサイトへの情報伝達メカニ

ズムの解明、さらに（３）ミクログリアの化学情報を受容したアストロサイトの応答様式を、そ

れぞれ分子レベルで詳細に明らかとすること、である。 
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図１MeH に暴露されたミクログリア及びアストロサイトの応答 

ミクログリアが感知して、ATP を放出する。この ATP がアストロサイトの P2Y1 受容体を刺激す

ることにより Ca2+及び ERK1/2 を介して IL-6 を産生・放出する。この IL-6 依存的に神経保護

作用を呈する。本年は、赤で示したアストロサイト P2Y1 に特に注目して検討する。 

 

II. 研究方法 

スライス培養： 実験には、生後 6～8日齢の C57BL6 系マウスを用いた。氷冷 HBSS 中にて素早く

海馬を取り出し、Mclwain Tissue Chopper (The Mickle Laboratory Engineering Co. Ltd.)によ

り 350 μm 厚にスライスを作成した。スライスは MillicelⓇ Cell Culture Insert (0.4 μm pore, 

30 mm diameter, Millipore)上に 6～8スライス/インサートで培養した。培養液は海馬スライス

用培地(glucose 6.5 g/l, penicillin 100 unit/ml, streptomycin 100 μg/ml, MEM 50%, HBSS 25%, 

Horse serum 25%, L-glutamine 2 mM)を用い、2～3日に一度交換して培養を行った。 

MeHg の添加：培養７日目に、各種濃度 MeHg（100 nM – 3 µM）を添加した。急性期の障害は添加

24 時間後に、また慢性期の障害は添加 7日後に Propidium Iodide(PI)染色により評価した。  

 

（倫理面への配慮）  

 本研究計画はヒト組織及び遺伝子を取り扱わない。また、すべての動物実験は、山梨大学実験

動物委員会に計画書を提出し、山梨大学学長の承認を得てから遂行した。また、遺伝子改変動物

は、遺伝子組み替え実験安全委員会に計画書を提出し、山梨大学学長の承認を得てから行った。 

 

III.及び IV. 研究結果及び考察 

 これまでミクログリア、アストロサイト及びアストロサイト−ミクログリア連関に注目して MeHg

の作用を検討し、得られた結果の模式図を図１に示した。 

1. 低濃度 MeHg を感知したミクログリアは、Ca2+流入、ROS 産生、p38MAP キナーゼの活性化を介し

て、「ATP 放出」という形で情報を発信すること、 

2. アストロサイトは、ミクログリアが発信した ATP 化学情報を、「P2Y1 受容体」で感知し、自身

の[Ca2+]i 上昇を引き起こすこと、 

3. アストロサイトは、P2Y1 受容体活性化による[Ca2+]i 上昇により、積極性・調節性に富んだ「開

口放出」のメカニズムによりさらなる ATP を放出すること。 
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図 2 海馬スライス培養系を用いた MeHg 傷害モデル 

A.実験スケジュール。B.左：PIによる典型的な染色像。主に

錐体細胞で PI シグナルが認められた。右：PI シグナルは、

ssDNA 陽性であった。C.MeHg 傷害の濃度依存性。また、MeHg(1 

µM)により惹起される傷害に対する、fluorocitrate、MRS2179

及び IL6 中和抗体の作用。D及び Eはこれらのまとめ。 

また、これらに対する推進委員、評価委員のコメントは以下である。 

推進委員、評価委員のコメント： 

・ 論文としてまとめ、積極的に好評すること。 

・ MeHg を感知したミクログリアが、アストロサイト及び神経細胞にその情報をつたえて保護作

用を呈するという知見は大変興味深いが、水俣病における神経症状を解明するという視点を持

って頂きたい。 

・ 高濃度ではミクログリアの感知能は機能するのか？自身の防御応答は起こらないのか？ 

・ 実際のどんな局面でこうした保護機能が働くことを想定しているのか？ 

・ 初代培養系での知見を、生体

（再構成系）で確認すること。 

 

 本年は、昨年度からの課題であ

る、再構成系により、培養細胞で

得られた知見が in situ（スライ

ス培養）で再現できるか否か、ま

た水俣病の神経症状を意識した慢

性傷害モデルを作成し本慢性モデ

ルにおけるグリア細胞の役割、に

注目して検討した。 

 

（１）海馬スライス培養系を用い

た MeHg 傷害モデルの作成 

 海馬スライス標本を用いて、

分散培養系と同様の急性期の

MeHg 傷害モデルを作成した。図 2A

で示すように、培養１週間後に

MeHg を添加し、その 24 時間後に

PI を添加しその蛍光強度により

傷害を評価した。図２Bは典型例。

海馬錐体細胞層で顕著な PI 陽

性シグナルが観察された。この

PI 陽性シグナルは、アポトーシ

ス時に観察されるシングルスト

ランド DNA（ssDNA）シグナル陽

性であった。図２Ｃに示す様に、

コントロール（MeHg 無添加）海馬は PI染色陰性であるが、高濃度 MeHg（1μM 以上）により強い

PI 蛍光シグナル、つまり傷害が認められた。これまで、分散培養系を用いた実験系で、MeHg（1

μM）がアストロサイトから ATP を放出させ、これがオートクラインシグナルとして P2Y1 受容体

を介して IL-6 を産生・放出することにより神経保護作用を呈することを示してきた。そこで、MeHg

により惹起される傷害に対する、アストロサイトの活性化阻害薬（fluorocitrate）、P2Y1 受容体
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図 4 グリア特異的な P2Y1 受容体の ON/OFF 

アストロサイト特異的プロモーター（GFAP プ

ロ モ ー タ ー ） に tTA （ tetracycline 

trans-activator ） （ 上 段 ） 及 び

tTS(tetracycline trans-suppressor)（下段）

を発現したマウスと、TetO-P2Y1 マウスを交配

して作成した GFAP-tTA_tetO-P2Y1（上段）及

び GFAP-tTS-P2Y1（下段）マウス。ドキシサイ

クリン（Dox）の有/無により、tTA 及び tTS の

スイッチ OFF/ON が可能となる。上段はアスト

ロサイト特異的に P2Y1 受容体発現亢進（ON）、

下段はアストロサイト特異的に P2Y1 受容体欠

損（OFF）である。 

図 3 海馬及び大脳皮質ス

ライス培養系を用いた

MeHg 傷害モデル 

 

拮抗薬(MRS2179)及び IL-6 をトラップする中和抗体の作用を検討

した。Fluorocitrate、MRS2179及びIL-6中和抗体はすべて、MeHg(1

μM)により惹起される傷害を亢進させた。さらに、これらは傷害

が認められない 0.1μM MeHg を添加した海馬スライス標本におい

て、顕著な傷害作用を呈した。これらの結果は、MeHg に応答した

アストロサイトは、活性化し、ATP/P2Y1 受容体シグナル及び IL-6

を介して、神経細胞に対して補語的に作用していることが示唆さ

れた。これは、我々のこれまでの分散培養系での成果を支持する

結果であった。 

MeHg による神経細胞傷害は、脳部位により大きな差が認められ

る。特に、海馬は他の脳虚血による傷害等と大きく異なり、MeHg に対して最も抵抗性を示す脳部

位であることが知られている４）。しかし本研究のような、スライス培養を用いた系では、海馬及

び大脳皮質の障害程度がほぼ等しかった（図３）。若齢脳では海馬における MeHg 障害が認められ

ること、また技術的な制約によりスライス培養の結果は若齢動物脳の結果であることを考慮する

と、今回の海馬スライス培養における MeHg 障害性

は若齢脳の障害を一部模倣した結果である可能性

が考えられる。 

低濃度 MeHg(0.1μM)単独では、神経細胞傷害が

認められないが、アストロサイトの一連の応答を

阻害すると、顕著な傷害が惹起されることが明ら

かとなった。従って、低濃度 MeHg も神経細胞の傷

害を惹起するが、アストロサイトの保護作用によ

ってマスクされていることが示唆された。神経細

胞が、MeHg 誘発性傷害に対する抵抗性を獲得する

ために、アストロサイトがきわめて重要な役割を

していると考えられることが示唆された。しかし

我々はこれまで、アストロサイトは MeHg(0.1μM)

に応答しないことを報告してきた。この矛盾は、

スライス標本中のミクログリアのサポートに起

因すると考えられる。これまでの分散培養系を

用いた研究により、MeHg 高感度センサーである

ミクログリアは、低濃度 MeHg を感知し、その情

報をアストロサイトに伝えることにより、

ATP/P2Y1 受容体以下の一連の応答を呈する。従

って今回も、スライス培養中のミクログリアが

低濃度 MeHg を感知し、アストロサイトに情報を

伝え、アストロサイトの保護作用に結びついた

ことが示唆される。Lapham ら 3)は、軽度小児水

俣病患者の脳幹で、ミクログリアが活性化して

いることを報告している。この報告は、ヒトの
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図 5 P2Y1 受容体の分子生物学的な制御と MeHg 傷害 

A.海馬スライス培養系を用いた実験スケジュール。培養

７日目に MeHg を添加し、その 24 時間後に PI を添加し

て評価を行った。B.MeHg (0-3 µM)により惹起される神

経細胞傷害の Wt と P2Y1-KO の比較。P2Y1-KO では、MeHg

によるより強い傷害が認められた。C.各種 P2Y1 受容体

遺伝子改変動物を用いた検討。MeHg(1 µM)により惹起さ

れる Wt における傷害程度との比較である。P2Y1-KO 及び

P2Y1-astro-OFF では約 2.5 倍以上の強い応答が観察さ

れた。しかし、P2Y1-astro-ON では、その傷害は顕著に

抑制された。**p<0.01 vs Wt. 

 

脳においても低濃度 MeHg の暴露が、ミクログリア→アストロサイトといった一連の応答を引き起

こしている可能性を示唆し、非常に興味深い。 

MeHg 添加後の海馬スライス標本のグリア細胞の活性化を免疫組織学的に検討した。アストロサ

イト（GFAP）及びミクログリア（Iba-1）は、ともに GFAP 及び Iba-1 に対する強い陽性シグナル

を呈し、また突起が退縮した活性化型となっていた。また、IL-6 陽性のシグナルが、アストロサ

イトに強く観察された。これらも、これまでの知見を支持する結果であった。 

 

（２）P2Y1 受容体遺伝子改変動物を用いた検討 

 P2Y1 受容体の重要性が強く示唆さ

れたため、P2Y1 受容体の薬理学的な

制御に加えて分子生物学的な手法に

より P2Y1 受容体の各種遺伝子改変

動物を用いた検討を行った。実験に

は、P2Y1 完全欠損動物（P2Y1-KO）

動物に加え、図 4で示すようにアス

トロサイト特異的に P2Y1 受容体を

tTA 及び tTS 系で制御可能とする、

アストロサイト特異的 P2Y1 欠損

（P2Y1-astro-OFF）及び P2Y 強制過

剰発現（P2Y1-astro-ON）マウスを用

いた。これら遺伝子改変動物の海馬

スライス標本を用いて MeHg により

惹起される傷害の程度を検討した

（図 5）。P2Y1-KO では、MeHg により

惹起される傷害の亢進が認められた。

これは、P2Y1-astro-OFF を用いた検

討でもほぼ同程度であった。従って、

アストロサイトの P2Y1 受容体が重

要であることが明らかとなった。さ

ら に 、 興 味 深 い こ と に 、

P2Y1-astro-ON、つまり P2Y1 受容体

をアストロサイトで過剰発現させた

場合には、MeHg による傷害が顕著に

抑制された。すなわち、アストロサ

イトの（１）P2Y1 受容体欠損により

傷害が亢進し、（２）P2Y1 受容体過

剰発現により傷害が抑制されたので

ある。これは、アストロサイトの

P2Y1 受容体が MeHg により惹起され

る急性期神経細胞傷害に強く関与すること、またこの OFF/ON により本神経細胞傷害の制御が可能
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となる可能性を強く示唆するものである。 

 

（３）慢性的 MeHg 傷害モデルの作成 

 海馬スライス培養系では、低濃

度 MeHg（0.01-0.1 µM）で 24時間

の刺激を加えただけでは、殆ど傷

害が認められなかった（図２）。そ

こで、曝露時間を 1週間に延長し、

海馬錐体細胞に対する傷害性を観

察した(スケジュールは図 6A)。図

6C は、低濃度 MeHg（0.1 μM）で

7日間刺激した際のPI染色像であ

る。低濃度 MeHg 長期間刺激により、

海馬錐体細胞層で強い PI シグナ

ルが観察された。さらに低濃度

MeHg (0.01 µM)刺激でも、有意に

強い PI シグナルを認めた。しかし、

MeHg 無添加のコントロール群で

も、７日間の培養により弱いなが

らも PI 陽性シグナルが出現した

（図 6B）。更に培養期間を延長す

ると、コントロール群の PI 陽性シ

グナルが顕著になったため、この

７日間の培養スケジュールを用い

た海馬スライス培養系を、慢性

MeHg 傷害モデルとし、グリア細胞

の影響を検討した。 

 急性 MeHg モデルとは異なり、本

慢性モデルでは、MeHg(0.1μM)に

より惹起されるPI陽性シグナルはP2Y1-KO (76.4 ± 7.8 % of Wt, p<0.05) 及びP2Y1-astro-OFF(70.5 

± 8.2 % of Wt, p<0.05)動物で抑制され、P2Y1-astro-ON(170.3 ± 33.2 % of Wt, p<0.05)で亢進した。

急性期と慢性期のMeHg傷害に対するアストロサイト及びP2Y1受容体の役割が、全く逆であった。

ATP/P2 受容体を介するシグナルは、種々の炎症応答を亢進させることが知られている。また、こ

の ATP シグナルによりグリア細胞は活性化し、さらなる炎症応答を亢進させ、炎症の慢性化を引

き起こす。このような炎症応答の亢進が、今回の慢性モデルにおける、P2Y1 受容体の傷害増悪作

用と関係する可能性が高い。しかし、詳細な分子メカニズムの解明は、今後の課題として残され

た。 

 グリア細胞及び ATP/P2 受容体シグナルが、MeHg 傷害に対して二面性（傷害保護と増悪）を有

することが明らかとなった。グリア細胞の MeHg による神経症状に対するグリア細胞の関与は、急

性期と慢性期で全く異なっていることが予想される。 

図 6 低濃度 MeHg による慢性傷害モデル 

A. タイムスケジュール。B. MeHg 無添加（control）の 1

週間後の海馬スライス培養標本の PI 染色像。典型的な８

スライス標本の例を示した。 C.低濃度 MeHg（0.1μM）添

加 1 週間後の海馬スライス培養標本の PI 染色像。典型的

な８スライスの例を示した。 
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V. 結論 

海馬スライス培養系を用いた MeHg 傷害モデル系を構築し、MeHg 傷害に対するアストロサイト及

び ATP/P2Y1 受容体シグナルの役割を検証した。 

１．高濃度 MeHg による急性 MeHg モデルでは、アストロサイト ATP/P2Y1 受容体シグナルは、IL-6

を介して海馬神経細胞を保護していた。これは、分散培養系を用いたこれまでの結果と良く一致

していた。 

２．P2Y1-astro-ON では、MeHg 傷害は非常に強く抑制された。アストロサイト P2Y1 受容体の制御

により、急性期 MeHg 傷害をコントロールできる可能性が示唆された。 

３．低濃度 MeHg による慢性 MeHg モデルを作成した。この慢性モデルでは、MeHg 傷害に対するア

ストロサイト及び P2Y1 受容体シグナルの関与は、これまでと逆で、傷害を増悪するシグナルとし

た働く可能性が示唆された。 

４．グリア細胞及び ATP シグナルは、二面性を有していることが明らかとなった。 

 

VI. 今後の課題   

１．急性高濃度 MeHg 傷害における、ミクログリアの役割解明。また、他の ATP 関連シグナル及び付随

して誘導されるグリア性因子の役割を明らかとする。 

２．慢性低濃度 MeHg 曝露により神経細胞が傷害される様式を詳細に検討する。また、グリア細胞及び

ATP シグナルによる増悪作用の分子メカニズムを明らかとする。特に、低濃度 MeHg を感知し得るミク

ログリアに注目して、検討を行う。 
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Abstract 

Glial cells change their characteristic features in responses to various brain insults.  Thus, 

these changes affect brain functions.  However, effects of chemicals or other hazardous 

environmental molecules including methylmercury (MeHg) on glial functions/dysfunctions 

remain largely unknown.  Previously, we showed that MeHg (~3 µM)-induced release of ATP, 

followed by activation of P2Y1 receptors, production of IL-6 in astrocytes, which in turn 

protected neuronal cell death against MeHg.  However, it has remained unknown whether 

such responses occur in situ.  Here, we showed that these neuro-protective action by astrocytes 

occurred in situ slice culture system.  Hippocampal slice cultures were stimulated with MeHg 

(0.1- 3 µM), and then, their neuronal damages were accessed by a PI staining method.   MeHg 

elicited neuronal damages in the hippocampus, which was increased by inhibition by either 

fluorocitrate, MRS2179 or anti-IL-6 antibody, suggesting that astrocytic activation, P2Y1 

receptor activation or IL-6, respectively, have neuro-protective roles against MeHg.  These 

results are well accordance with those obtained from dissociated culture system we previously 

showed.  In addition, using P2Y1 receptor-transgenic mice, and we deleted (P2Y1-astro-OFF) 

or over-expressed (P2Y1-astro-ON) P2Y1 receptors in astrocytes.  The MeHg-evoked neuronal 

damages were enhanced by P2Y1-astro-OFF but decreased by P2Y1-astro-ON, suggesting 

that astrocytic P2Y1 receptor should be a key molecule that show neuro-protection against 

MeHg.   
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Ⅵ メチル水銀曝露による神経症状の治療に関する研究 



 



研究課題名 メチル水銀曝露による神経症状の治療に関する研究 

 

主任研究者 西澤 正豊  新潟大学脳研究所・教授 

 

研究要旨 

メチル水銀曝露による神経障害の根本的な治療法は確立されていない。そこで、新潟水俣病の

患者を対象に、感覚障害に関して、治療効果が期待できるプレガバリンによる臨床試験を行った。 

研究デザインは対象が少数であることから準臨床試験とし、非ランダム化、非盲検化、無対照

群で実施した。プレガバリン150 mg/日の内服後６週間、及び内服終了後４週間の時点で感覚障害

に対する効果を評価した。65名の「新潟水俣病」患者の協力を得、このうち45名がプレガバリン

の内服を希望したが、肝・腎機能障害、高度の糖尿病の合併、あるいは感覚障害を認めない等の

理由で11名が除外され、34名に対しプレガバリンの内服試験を行なった。このうち7名が副作用を

訴えたため内服を中断し、最終的に27名（男16名、女11名；70.5±7.9歳（49～82歳））が合計12

週間の経過観察を完了した。 

自覚的改善は16/27名（59%）でみられた。visual analogue scaleの評価では、治療前後で有意な痛

みの改善が認められ（P = 0.012）、痛みを訴えた23名中9名（39%）で痛みが消失した。しびれ感に

ついては有意な改善は認めなかった（P = 0.204）。一方、副作用の出現頻度が21/27名（78%）と高

く、眠気やめまい・ふらつきが多かった。最終的に20/27名（74%）が内服の継続を希望した。 

以上の結果から、プレガバリンはメチル水銀曝露後の痛みに対し有効であると考えられるが、

使用にあたってはふらつき等の副作用に注意する必要がある。 

 

キーワード: 新潟水俣病、感覚障害、神経因性疼痛治療薬、臨床研究、プレガバリン 

 

研究者協力者氏名・所属施設名及び所属施設における職名 

 下畑 享良  新潟大学脳研究所・准教授 

 河内 泉   新潟大学医歯学総合病院・病院講師 

高橋 哲也  新潟大学医歯学総合病院・助教 

池内 健   新潟大学超域学術院・准教授 

 

I 研究目的 

水俣病は昭和 31年に公式確認されて以来、既に半世紀が経過し、メチル水銀の濃厚曝露後、長

期間が過ぎているため、水俣病患者には加齢による影響や他疾患の併発等が生じ、症状が多様化

している。また、水俣病の社会的な特殊性により、近年は、網羅的・科学的な現状把握がより一

層困難になっている。とりわけ、治療法に関する研究は、発生初期を除けばほとんどなされてお

らず、現状の把握と治療法の評価が求められている。一方、これまで対応が困難であった神経因

性疼痛に対して、症状の緩和が期待できる新薬が開発されており、治療効果が期待される。 

本研究では、「新潟水俣病」患者等を対象に、感覚障害に対して症状の緩和が期待できる神経因

性疼痛治療薬プレガバリンを用いた臨床試験を実施し、水俣病の感覚障害に対する治療効果を探

索した（末尾に引用文献を示す）。臨床試験は無作為対照試験で実施することが望ましいが、先行

研究がないこと、症例集積の困難性、合併症の多様性、時間的制約等を考慮し、今回の試験は対
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照群を設定しないpilot studyに留めた。 

 

Ⅱ 研究方法 

対象は「新潟水俣病」患者とし、プレガバリン内服開始の選定基準としては、しびれ感ないし

痛みを認め、かつプレガバリン内服を希望する者とした。高度の肝・腎機能障害、高度の糖尿病、

感覚障害を認めない症例、およびすでにプレガバリンを内服している2症例は除外した。 

まず対象が現在有する神経症候、および現在行われている治療法を把握した。神経症状につい

ては、問診、神経学的診察、神経伝導検査（尺骨神経、後脛骨神経、腓腹神経）を行い、さらに

糖尿病、変形性脊椎症などの併発症による症状も調査した。 

プレガバリンは75 mg/ 日から開始し、２週後に150 mg/日（朝夕食後）に増量し、開始後8週間

の時点で、しびれ感・痛みに対する自覚的な効果、しびれ感・痛みに対するvisual analogue scale

（VAS）、疼痛生活障害評価尺度（Pain Disability Assessment Scale：PDAS）、および副作用に

ついて確認した。その後、4週間の休薬の後に再度、しびれ感・痛みに対するVASを確認し、さら

に内服継続の希望の有無を確認した。 

 

(倫理面への配慮) 

本研究は臨床研究として、新潟大学倫理委員会より承認を得た。本研究で扱う試料（情報）に

ついては、研究内容が本研究への参加に同意した「新潟水俣病」患者等に、新潟大学医歯学総合

病院神経内科外来にて神経学的診察、血液検査、神経伝導検査を実施するものであることから、

カルテ、血液、生理検査データは当科外来に受診する他患者と同じ取り扱いとなる。インフォー

ムド・コンセントについては、研究参加者本人より文書で同意を取得した。インフォームド・コ

ンセントの受領に係る書類は、新潟大学倫理委員会に本研究申請書と同時に提出し、併せて承認

を得た。その他の倫理面への配慮として、臨床研究は厚生労働省の指針に従い、個人のプライバ

シーの保護には細心の注意を払い、結果の公表に際して個人が特定されないようにした。 

 

Ⅲ 研究結果 

65 名の「新潟水俣病」患者が参加し、このうち 45 名が内服を希望した。しかし、肝・腎機能

障害、高度の糖尿病の合併、感覚障害を認めない、すでにプレガバリンを内服している等の理由

で 11 名が脱落し、34 名に対してプレガバリンの投薬を行なった。このうちさらに 7 名が副作用

を訴えて内服を中断し、最終的に 27名（男 16名、女 11名；70.5±7.9歳（49～82 歳））が 8週間

の内服と内服中止後の 4週間の経過観察を完了した。 

併発症としては、糖尿病を 7/27名（26%）、変形性脊椎症を 10/25名（40%）で認めた。神経症

候としては、四肢のしびれ感を 27/27名（100%）、四肢の痛みを 23/27名（85%）、視野狭窄を 3/26

名（12%）、眼球運動障害を 5/26名（19%）、四肢失調を 9/26 名（35%）、体幹失調を 9/25名（36%）、

2点識別覚障害（> 3cm）を 21/27名（78%）で認めた。神経伝導検査では尺骨神経、後脛骨神経、

腓腹神経では一部の症例に軽度の神経伝導速度の低下を認めた。しびれ感・痛みに対する治療の

現状に関しては、内服薬による治療が 8/27 名（30%）で行われ、カルバマゼピン、芍薬甘草湯、

ビタミン B 製剤、鎮痛剤等が使用されていた。リハビリテーションは 7/27名（26%）で行われて

いた。 
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プレガバリン内服開始 8週間後に行なった評価では、しびれ感・痛みに対する自覚的改善は

16/27名（59%）で認められた。VASの評価ではしびれ感については治療前の 5.3±2.2が 4.6±2.4

に減少したが、有意差は認めなかった（P = 0.204；対応のある t 検定）。一方、痛みについては、

4.7±3.1が 3.1±2.9に有意に改善し（P = 0.012；対応のある t検定）、さらに痛みを訴えた 23名中 9

名（39%）では痛みが消失した。PDASも治療前の 24.8±11.3が 16.5±11.7に改善した（P = 0.002；

対応のある t検定）。また内服を終了して 4週間後の評価では、しびれ感・痛みとも増悪した。一

方、副作用の頻度が 21/27名（78%）と高く、眠気やめまい・ふらつきが多かった。最終的に 20/27

名（74%）が内服の継続を希望した。 

 

Ⅳ 考察 

プロトコールを完了した27名における検討では、自覚的改善は59%と高く、さらにVASおよび

PDASを用いた評価にて、痛みに対する改善効果を確認した。一方、しびれ感については有意な改

善は認めなかった。これらの知見は、プレガバリンのもつ末梢神経障害性疼痛に対する抑制作用

がメチル水銀曝露に関連する感覚障害（痛み）においても有効であることを示唆している。しび

れ感については、他の薬剤の有効性を検討する必要がある。 

本研究の問題点としては、対照群を設定しない pilot studyであること、並びに研究開始後の脱

落が多かったことが挙げられる。後者については、副作用として眠気やめまい・ふらつきが多か

ったことが影響していた。しかし、最終的にプレガバリン内服希望者が 20/27名（74%）に達し

たことから、副作用より有効性が勝った例が多いものと考えられる。今後プレガバリンによる治

療を継続する場合には、副作用の出現に十分に注意して治療を行う必要がある。 

 

V 結論 

「新潟水俣病」患者を対象に、治療法の開発が求められている感覚障害に関してプレガバリン

による臨床試験を行い、内服開始8週間において痛みに対する有効性を確認した。この成果は、一

定の効果が期待される治療法の普及に繋がることから、その社会的意義は大きいものと考えられ

る。 

 

この研究に関する現在までの研究業績 

なし 
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Evaluation of therapeutic efficacy of pregabalin in neuropathic 

pain of Niigata Minamata disease 
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Tetsuya Takahashi, and Takeshi Ikeuchi 

 

Department of Neurology, Brain Research Institute, Niigata University 
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pregabalin 

 

Abstract  

Background: Since the discovery of Niigata Minamata disease in 1965, there have been 

few therapeutic approaches to its neurological signs and symptoms, especially to severe 

sensory disturbance and/or neuropathic pain. We are now able to use pregabalin, which 

binds to the α2δ subunit of the voltage-dependent calcium channel in the central 

nervous system and decreases the release of neurotransmitters such as 

glutamate, noradrenaline, and substance P, for intractable neuropathic pain of 

peripheral origin.  

Objective: To evaluate therapeutic efficacy of pregabalin in the severe sensory 

disturbance and/or neuropathic pain of Niigata Minamata disease. 

 

Methods: The study was conducted as a single center, single dose, non-randomized, 

non-blinded, non-controlled trial because of insufficient participants. We evaluated the 

efficacy of 150 mg daily of pregabalin in the sensory disturbance and/or neuropathic 

pain at both 6 weeks after initiation of therapy and 4 weeks after completion of therapy. 

A total of 65 patients with Niigata Minamata disease cooperated with this study. 

Although 45 patients wanted to enroll this clinical trial, 11 patients were excluded 

because of dysfunction of the liver or kidney, severe diabetes, or lack of neuropathic pain. 

Among 34 patients, 7 patients were discontinued therapy because of adverse effects. 

Eventually, 27 patients (16 male, 11 female; 70.5±7.9 years (49-82years) completed 12 weeks 

observation period. 
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Results and discussion: Subjective improvement was observed in 16 out of 27 patients 

(59%). There was a significant improvement in visual analogue scale (VAS) scores of 

neuropathic pain before and after therapy with pregabalin (P = 0.012), and 9 out of 23 

patients with neuropathic pain patients felt completely painless after therapy. In 

contrast, there was no significant improvement in VAS scores of sense of numbness 

before and after therapy (P = 0.204). Adverse effects were frequently reported (21 out of 

27 patients; 78%), such as sleepiness and dizziness. Finally, 20 out of 27 patients (74%) 

wanted to continue pregabalin therapy.  

 

Conclusion: The present study revealed the therapeutic efficacy of pregabalin in 

amelioration of neuropathic pain of Niigata Minamata disease, although adverse effects 

such as sleepiness and dizziness need to be paid attention.   
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プログラム 
 
 
 
特別講演 ：60 分（発表 50 分、質疑応答 10 分） 
一般講演 ：30 分（発表 20 分、質疑応答 10 分） 
若手発表会：15 分（発表 10 分、質疑応答 5 分） 
 
12 月 19 日（水） 
 

 9:00      開会（事務局） 
 
 9:00～ 9:10  挨拶（環境省） 
 
 9:10～ 9:15  発表会進め方説明（事務局） 

 
■第１部 特別講演 
座長 永沼 章（東北大薬･教授） 
 
9:15～10:15 佐藤 政男 

(徳島文理大･名誉教授) 
カドミウム等の金属による脂肪組織における毒性発現 

 
10:15～10:30  休 憩 

 
■第２部 一般講演「カドミウムによる健康影響と毒性メカニズム」 
座長 熊谷 嘉人（筑波大医学医療･教授）、黄 基旭（東北大院薬･講師） 
 
10:30～11:00 演題 1 堀口兵剛 

(秋田大院医･准教授) 
カドミウムの経口曝露を受けた農家で観察さ
れた腎尿細管機能障害とメタロチオネインの
関与 

11:00～11:30 演題 2 佐藤 雅彦 
(愛知学院大薬･教授) 

カドミウムの腎毒性発現に関わる標的分子 

11:30～12:00 演題 3 姫野 誠一郎 
(徳島文理大薬･教授) 

カドミウム耐性および輸送の機構 ―古くて
新しい謎― 

 
 

12:00～13:00  昼 食 
 
 

■第３部 一般講演「メチル水銀による健康影響と毒性メカニズム」 
座長 鍜冶 利幸（東京理科大薬･教授）、臼杵 扶佐子（国水研･部長） 
 
13:00～13:30 演題 4 藤村 成剛 

(国水研･室長) 
メチル水銀の選択的細胞傷害 ―マイクロダ
イセクション法を用いた各種神経細胞におけ
る抗酸化酵素の発現解析― 

13:30～14:00 演題 5 小泉 修一 
(山梨大院医工総合･教授) 

メチル水銀毒性とグリア細胞 ―ATP シグナ
ルによるミクログリア−アストロサイト−神経
細胞連関― 

14:00～14:30 演題 6 森 信子 
(熊本大院生命科学･助教) 

ミトコンドリア機能から見たメチル水銀毒性

 
14:30～14:45  休 憩 
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■第４部 若手発表「メチル水銀・カドミウム研究の新展開」 
座長 堀口 兵剛（秋田大院医･准教授） 
 
14:45～15:00 発表 1 李 辰竜 

(愛知学院大薬･助教) 
カドミウムによる鉄吸収阻害の分子機構 

15:00～15:15 発表 2 杜 可 
(東北大院薬･院生(D3)) 

カドミウムによる小胞体ストレス誘導：小胞
体関連分解系（ERAD）の関わり 

15:15～15:30 発表 3 藤代 瞳 
(徳島文理大薬･助教) 

消化管由来Caco-2細胞におけるカドミウム輸
送機構 ―消化管におけるカドミウム吸収に
おける亜鉛輸送体の役割― 

15:30～15:45 発表 4 本田 晶子 
(京大院工･特定研究員) 

カドミウム毒性に対するメタロチオネイン-III
の関与 

 
座長 佐藤 雅彦（愛知学院大薬･教授） 
 
15:45～16:00 発表 5 外山 喬士 

(筑波大医学医療･博士研究員) 
メチル水銀による細胞内鍵分子の S-水銀化に
起因する未知シグナル伝達経路の探索 

16:00～16:15 発表 6 岩井 美幸 
(東北大院薬･学振特別研究員) 

母乳を介したメチル水銀ばく露量の算出 

16:15～16:30 発表 7 柳沼 梢 
(尚絅学院大総合人間科学･講師)

低濃度メチル水銀の成人期ばく露による心拍
変動への影響 

16:30～16:45 発表 8 龍田 希 
(東北大院医･助手) 

周産期におけるメチル水銀ばく露が生後 7 ヶ
月および 18 ヶ月の発達におよぼす影響 
―沿岸都市に住む母子を対象に― 

 
16:45～16:55  閉会の挨拶（環境省） 
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特 別 講 演 



 

 

カドミウム等の金属による脂肪組織における毒性発現 
 

○佐藤 政男、川上隆茂、門田佳人、鈴木真也（徳島文理大・薬学） 
 

１ はじめに 

カドミウム（Cd）の日本の現代における毒

性学的意義はなんであろうか。  

Cd の摂取が、腎尿細管障害を引き起こすこ

とは詳細に研究されている。最近では、三浦

らはバイオリズムによる作用発現変動がある

こと、昼夜勤務の曝露時の障害発現防止も考

慮すべきことを示唆している。さらに Cd 曝

露は、生体の糖代謝異常や高血圧を引き起こ

す可能性が示唆され、また、疫学調査では、

２型糖尿病患者において血中の抗メタロチオ

ネイン（MT）抗体量が多いという報告もされ

2 型糖尿病患者において血中の抗メタロチオ

ネイン（MT）抗体量が多いという報告もされ

１、Cd 曝露が生活習慣病リスクの増加に寄与

することが考えられる。  

生体のエネルギー恒常性維持には、肝臓、

骨格筋および白色脂肪組織（WAT）における

糖代謝能や脂質代謝能が重要である。中でも

WAT は、脂質蓄積だけではなく、生体の恒常

性維持に寄与する生理活性物質（アディポカ

イン）を分泌する内分泌器官である。各種の

アディポカイン分泌バランスの乱れが生活習

慣病を惹起させることが報告されている。  

カロリーの過剰摂取などにより肥満が生じ、

脂肪細胞が肥大化すると、インスリン感受性

を低下されるアディポカインが相対的に血中

に出やすくなり、糖尿病などを発症させると

考えられている。ところが日本人は重度の肥

満でないにもかかわらず糖尿病となっている

ケースも多い。その機序は遺伝子的な背景も

ありうるが、詳細は不明である。また、脂肪

細胞が小型であってもアディポカイン分泌の

かく乱がおこる可能性も考えられる。そこで

我々は脂肪細胞のサイズとアディポカイン分

泌に影響を与える因子として（１）ストレス、

（２）有機化合物、及び（３）無機性物質に

ついて検討してきた。ここでは、Cd を中心と

して金属の脂肪細胞への影響を報告する。  

 

２ Cd 毒性発現の形状 

最初に、Cd はどのように毒性を発現するの

かを検討した。一般的に長期間の Cd 曝露の

後に障害が発現する。この Cd 毒性の軽減に

はメタロチオネイン（MT）が大きく寄与し、

また、Cd は多くの MT 誘導因子中で最大の

誘導能を有する。長期曝露による Cd 障害は、

誘導された Cd-MT が細胞に取り込まれた後

に分解された後に遊離 Cd を放出し、その蓄

積により毒性が発現することを明らかにした。

このことは Cd 毒性発現度は、Cd 蓄積量と単

純に比例しないことを示している。この基本

点をおさえておくことが必要である。  

 

３ Cd の毒性 

3-1 Cd による血糖上昇作用 

Cd をマウスに投与すると血糖を上昇させ、

容易に低下しにくい作用を示した。インスリ

ンレセプター発現に対する作用の可能性があ

る。  

 

3-2 アポトーシス誘導 

Cd は血球系細胞に障害を与えるとされて

いる。そこで、HL-60（ヒト前骨髄性白血病）

細胞を用いて無機水銀（Hg）と比較しつつ、

Cd が与えるアポトーシス誘起能について検

討した。  

アポトーシスの経路には、ミトコンドリア、

小胞体や death receptor を介する系などがあ

る。Cd はミトコンドリア膜を開口させて

cytochrome c を遊離させ、同時に caspase-9

の活性化させアポトーシスを誘導することが

認められた２。  

無機 Hg も Cd と同じように cytochrome ｃ
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を遊離し、ミトコンドリア依存的経路を介し

て DNA を断片化した。  

我々は、Cd は曝露初期に細胞内カルシウ

ム量を上昇させるが、それはカルシウムキレ

ーターを用いた系によっても確認した。また、

Hg は p38 MAPK 活性化させた。その下流で

caspase-1, 8, 9 を  活性化させてアポトーシス

誘導することを見いだした。  

 

４ Cd が脂肪組織に影響を与える可能性 

肥満は様々な疾患を発症させるリスク要因

であり、肥満発症には遺伝子要因と環境要因

があるとされる。  

特に皮下脂肪組織よりも腹部臓器周辺の白色

脂肪組織が増大し、メタボリックシンドロー

ム状態となる。  

肥満化した脂肪組織では小胞体ストレスや

酸化ストレスなどがおこり、糖尿病や循環器

疾患、発がんなど多種の生体影響が発現する。 

マウスに Cd を曝露させると、肝臓重量に

は影響を与えない用量において、脂肪組織重

量や脂肪細胞サイズを減少させた。その時の

脂肪組織中の Cd 濃度は、肝臓に比べて 1/500

程度と極めて少量だった３。  

高脂肪食を摂取させたマウスは、脂肪細胞

サイズの肥大化に伴い、脂肪組織重量は増大

して肥満となる。このことはアディポカイン

分泌の乱れを生じさせる（表１）。実際、脂肪

細胞サイズの肥大化によりインスリン感受性

亢進因子のアディポネクチンは減少し、イン

スリン感受性低下因子のレジスチンと TNFα

は増大する。この脂肪細胞のサイズは、正常

化するとその分泌の乱れも改善される。  

一方 Cd を曝露すると脂肪細胞サイズは、

小型化してその数が増大した。脂肪細胞サイ

ズの小型化により、機能の正常化が期待され

たが、レプチンやアディポネクチン発現はむ

しろ抑制された。従って、これは生理的に正

常な脂肪細胞の小型化ではないことを示唆し

た。  

 

 
 

４ Cd と MT の関係  

このような Cd の脂肪細胞における作用発

現が Cd-MT の状態でも発現するのか、Cd＋＋

もしくは Cd-MT から遊離した Cd++が作用を

示すのかを知るため、I および II 型 MT を欠

損させたマウスを用いて検討した。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図１ MT 欠損マウスへの Cd 投与による脂肪細胞の

小型化  

各投与量を連続７日間、皮下投与  

 

Cd  (mg/kg, sc) 
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野生型マウスでは脂肪細胞サイズに変化が

おこらないような投与量を用いた場合でも、

MT 欠損マウスでは著しい脂肪細胞の小型化

が見られた（図１）。  

Cd 連続曝露した MT 欠損マウス白色脂肪組

織内には、浸潤マクロファージが増加し、Cd

は脂肪組織に炎症を引き起こし易い事を示唆

した。この状態では MCP-1、IL-6、TNF-α な

どの炎症関連因子の遺伝子発現を増大させた  

(図２)。これらは Cd＋＋  によって生じること

が示唆された。  

 

 
図２ Cd 曝露による野生型、MT 欠損マウスにお

ける炎症関連因子の遺伝子発現  

 

脂肪細胞の数に関与する PPARγ、脂肪細胞

のサイズを大きくする肥大化因子 MEST 

mRNA 発現、また、エネルギー代謝や食欲に

関与する leptin は、野生型、MT 欠損型の両

系統マウスで  Cd 用量依存的な低下を示し、

①  Cd の影響を受けること、②  Cd-MT でも

作用を受ける可能性、③  Cd＋＋が作用する可

能性を示唆した。  

腎臓中 Cd は、年齢が増えると増大し、そ

れに伴い MT が誘導される。しかし、Yoshida

らは、日本人の中で高年齢になっても MT が

ほとんど増大しない人々の存在を報告し 4、

MT 誘導能力の低い人集団が存在する可能性

を示唆した。このような集団は MT 欠損マウ

スでみられたように Cd による影響を受けや

すいのかもしれない。我々は雌性野生型マウ

スでは高脂肪食摂取で肥満にはならない条件

でも Cd 毒性防御の中心をなす MT が欠損し

たマウスでは高脂肪食摂取により肥満になる

ことを報告した５。  

 

５ Cd による脂肪細胞縮小のメカニズム  

我々は、MT 欠損マウス脂肪組織由来幹細

胞株を樹立し解析に用いた。Cd による脂肪細

胞小型化は、脂肪細胞の分化・増殖の抑制、

成熟脂肪細胞形成期の脂肪の取り込みの抑制、

脂肪分解亢進などが考えられる。  

今回は脂肪分解亢進の可能性について検討

した。脂肪滴周囲に存在してリパーゼによる

脂肪分解から脂肪を保護するタンパク質ペリ

リピンが、Cd 曝露によりリン酸化され、脂肪

分解が開始される事を明らかにした。  

 

６ Cd 以外の金属の脂肪組織への影響  

6-1 水銀、ヒ素、コバルト、マンガン 

Hg, As, Co, Mn の 4 種の元素も脂肪細胞を縮

小化させる作用を有することを見出した。し

かし、Hg と As は、正常化を越えた過度の縮

小化と機能障害を伴ったが、Co はサイズの正

常化と糖代謝機能の亢進作用を示した６。  

6-2 亜鉛 

Cd と同様に、高脂肪食を摂取中の肥満形成期

に亜鉛（Zn）を曝露させると、脂肪組織と脂

肪細胞のサイズを減少させた。しかし、Cd

は、脂肪細胞の機能障害、Zn は機能正常化と

いう異なる作用を示した。   

 

7 総括 

Cd が脂肪組織、脂肪細胞へいかに作用を与え

るか、生活習慣病へのリスク要因となる可能

性を検討した。同時に Cd 以外の Hg, As, Co, 

Mn など必須および非必須元素、さらに Cd と

強い拮抗作用を有する Zn とともに検討した。 

Cd は、低濃度で脂肪組織に作用し、脂肪脂

肪を正常サイズに戻すのではなく、過度に縮

小化させる作用を有することが明らかとなっ

た。  
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さらに Cd は組織中のレプチンやアディポ

ネクチン遺伝子の発現の発現を抑制し、TNFα、

IL-6 や MCP-1 などの炎症性因子発現を誘導

した。 すなわち、肥満時には脂肪細胞の過剰

な肥大化によって、様々な疾病に関与するア

ディポカインの分泌破綻や炎症性サイトカイ

ンの分泌亢進が認められるが、Cd 曝露は脂

肪細胞の過剰な小型化を引き起こし、上記に

示した生理活性物質など発現のかく乱を引き

起こすことが本研究で示された。  

日本人は、Cd 摂取量が多い傾向にあり、

MT 誘導能に個人差がある可能性もある。Cd

が脂肪細胞に関与した疾病発現を修飾する可

能性を考慮する必要がある。  
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一 般 講 演 



講演 1 
 
 
 

 

カドミウムの経口曝露を受けた農家で観察された腎尿細管機能障害と 

メタロチオネインの関与 
 

○堀口兵剛（秋田大院医、環境保健学） 
 

1．はじめに 

平成 19 年度の国立医薬品食品衛生研究所

の調査結果によれば、日本人のカドミウム

（Cd）摂取のうち米由来のものが最も多く、

約 40％を占める。しかし、我が国では食品衛

生法の規定に基づいて米中 Cd 濃度の規格基

準が 0.4ppm と決められているため、一般消

費者が過剰な Cd 経口曝露を受ける危険性は

今日ではほとんどないと考えられる。  
ところが、国内には鉱山や製錬所などの影

響で土壌中 Cd 濃度の高い農村地域が多数存

在し、そこで生産された米の Cd 濃度は基準

値を超える危険性がある。そして農家は Cd
濃度を測定していない自家産米を摂取してい

ることが多いため、そのような地域の農家が

実は Cd 経口曝露のハイリスクグループであ

ると言える。  
秋田県ではかつて大小の鉱山が多数活動し

ていたため、その影響で土壌中 Cd 濃度の高

い農村地域が広範囲に存在する。実際に Cd
に係る農用地土壌汚染対策地域（すなわち、

生産される米の Cd 濃度が 0.4 mg/kg を超え

ると認められる地域）の指定件数、指定面積

はともに秋田県が全国最多である（表 1）1)。

従って、Cd 濃度の高い自家産米の継続的な

摂取により過剰な Cd 経口曝露を受けた農家

も多数存在すると推測される。  
 
表 1 Cd に係る農用地土壌汚染対策地域  

都道府県  指定件数 指定面積（ha）
秋田  25 1771.8 
富山  3 1630.1 
群馬  2 519.9 
石川  1 518.6 
山形  3 297.6 
愛知  3 244.9 
福岡  2 223.4 

岐阜  2 221.0 
三重  1 168.9 
兵庫  4 161.9 
島根  2 132.7 
福島  1 112.0 
宮城  2 72.4 
長崎  1 57.8 
熊本  2 55.0 
宮崎  1 53.3 
岩手  2 49.9 
京都  1 44.2 
茨城  2 30.7 
大分  1 27.7 
長野  1 20.1 
栃木  1 14.6 

注 1：平成 22 年度農用地土壌汚染防止法の施行

状況より引用。  

注 2：解除地域も含む。  

 
演者らの秋田大学の研究プループは、上記

の Cd 曝露のハイリスクグループと考えられ

る秋田県内の農家を対象に近年疫学調査を行

ったところ、やはり鉱山の近隣の農村地域で

米作を営む農家では血中・尿中 Cd 濃度が高

く、しかも腎尿細管機能への影響も現れてい

ることが判明した 2,3)。  
ところで、Cd 曝露によりメタロチオネイ

ン（metallothionein；MT）という低分子量

蛋白質の産生が肝臓や腎臓で誘導されるが、

これは Cd と結合してその体内運搬や毒性軽

減などの働きをしている 4)。一方で、MT は

Cd による腎尿細管機能障害との関連も指摘

されているが、高度の Cd 曝露を受けた実際

のヒトの集団での研究報告はいまだ限られて

おり、詳細はいまだ明らかではない 5）。  
今回、秋田県の自家産米摂取により高度の

Cd の経口曝露を受けた農家の集団における

疫学調査により観察された腎尿細管機能障害

の実態及びそれに対する MT の関与について

報告する。  
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2．対象と方法 

当該研究は秋田大学大学院医学系研究科・

医学部倫理委員会から承認を得て行われた

（受付番号：761；課題名：自家産米摂取に

よってカドミウムの経口曝露を受けた農家の

集団における疫学研究；研究責任者：堀口兵

剛）。  
平成 21 年から 23 年にかけて、秋田県内の

過去に上流の鉱山から影響を受けたと考えら

れる農村地域において、影響の度合いが異な

ることが推測される 4 つの水系から 12 部落

を選択し、40 歳以上の男女農家を対象に健康

診断の受診を依頼した。具体的には、地元の

JA や部落代表者の協力により、自治会館で

の説明会や戸別訪問などを通して受診の勧誘

を行い、受診希望者からはインフォームド・

コンセントを得た。  
健康診断では身長・体重測定、採血・採尿、

質問票による居住歴・米摂取歴・病歴等の聴

取、自家産米の回収、等を行った。Cd 曝露

の指標として血中・尿中・米中 Cd 濃度を

ICP/MS（Agilent 7500ce）によって測定した。

腎尿細管機能の指標として尿中α1-ミクログ

ロブリン（α1MG）、β2-ミクログロブリン（β

2MG）をラテックス凝集比濁法によって測定

し た 。 尿 中 の MT 濃 度 の 測 定 は 、

「Metallothionein ELISA キット」（株式会

社フロンティア研究所）を用いて行った。尿

中物質の濃度はクレアチニン濃度によって補

正した。  
 
3．結果と考察 

当該地域における対象者は 1,382 人であっ

たが、975 人（男性 431 人、女性 544 人、39
—95 歳、39 歳の女性 2 人を含む）が健康診断

を受診し、受診率は 70.5％であった。  
自家産米は平成 22、23 年に受診者の各世

帯から計 370 サンプルを回収した。その中に

は基準値以上の Cd 濃度の米はまったく見ら

れなかったが、それは近年米中 Cd 濃度を低

減するために実施されている湛水管理（8 月

の稲の出穂期に田に水を張る）によるものと

考えられた。  
調査対象部落を鉱山からの影響のレベルが

異なると予想される４つの水系に分け、Cd
曝露レベルとその腎尿細管機能への影響につ

いて水系間で性別・年齢別の比較を行った。

血中・尿中 Cd 濃度は、いずれの水系におい

ても男女ともに高齢になるにつれて高い値を

示す傾向にあった。そして、より鉱山の近く

に位置する水系の方が、そうでない水系より

も血中・尿中 Cd 濃度のレベルが高く、特に

腎尿細管機能障害発症の閾値とされている尿

中 Cd 濃度 10 µg/g cr.を超える人の割合は、

直近に鉱山のあった水系の女性で最も多く、

1/4 近くを占めていた。また、尿中α1・β2MG
濃度については、60 歳未満では水系間の差は

男女ともに明確ではなかったが、70 歳以上の

女性では直近に鉱山のあった水系の尿中α

1MG 濃度、尿中β2MG 濃度ともに他の水系

と比較して高い値を示した。  
全部落の受診者を統合して検討すると、血

中・尿中 Cd 濃度はともに高齢者で高い値を

示しており、特に 70 歳を超える女性の高齢

者の中には Cd による腎尿細管機能障害、す

なわちカドミウム腎症が疑われる人（尿中β

2MG 濃度が 10,000 µg/g cr.以上）が数人見つ

かった。従って、やはり当該地域の農家は過

去に高度の経口 Cd 曝露を受けたために体内

に Cd が高度に蓄積しており、その中でも特

に高齢の女性において腎尿細管機能への影響

が現れているものと考えられた。  
尿中 MT 濃度と血中・尿中 Cd 濃度との関

係を散布図で検討したところ、尿中 MT 濃度

は男女ともに Cd 曝露レベルに応じて高くな

る傾向が見られた。但し、Cd 曝露レベルが

高度になると両者の関係は横ばい状態となる

ため、Cd 曝露に対する MT 産生には上限が
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存在することが示唆された。また逆に、Cd
曝露レベルがそれ程高くないにも拘らず非常

に高い尿中 MT 濃度を示す「高 MT 産生者」

が存在することも示唆された。  
尿中 MT 濃度を従属変数に、年齢、尿中

Cd 濃度、尿中α1MG 濃度あるいは尿中β

2MG 濃度を独立変数にとった重回帰分析を

男女別に行ったところ、年齢はいずれの重回

帰モデルにおいても有意ではなかったが、尿

中 Cd 濃度と尿中α1・β2MG 濃度は常に有

意な正の回帰係数を示した。従って、Cd 曝

露による尿中への MT 排泄増加には、Cd に

よる MT の産生誘導作用と腎尿細管の再吸収

機能低下作用の両方が複合的に働いているも

のと考えられた。  
更に、より精密に MT と腎尿細管機能との

関係を観察するために、尿中 MT 濃度  / 尿中

Cd 濃度（同程度の Cd 曝露における MT 産生

量、すなわち MT 産生能の指標と考える）と

尿中α１MG 濃度、尿中β2MG 濃度との関係

を散布図で観察した。その結果、高度の尿中

α１MG 濃度、尿中β2MG 濃度を示す者は尿

中 MT 濃度  / 尿中 Cd 濃度の小さい方、すな

わち MT 産生能の低い方でのみ存在し、尿中

MT 濃度  / 尿中 Cd 濃度の大きい方、すなわ

ち高 MT 産生者ではそのような者は認められ

なかった。以上の結果より、Cd 曝露による

腎尿細管機能に対する影響には MT 産生能が

関与しており、MT 産生能の低い者では高度

の Cd 曝露を受けた場合の腎尿細管機能障害

の発症リスクが高いことが示唆された。  
 

4．結論  
鉱山の影響により土壌中 Cd 濃度の高い秋

田県の農村地域では、近年は湛水管理により

米中 Cd 濃度が低減してはいるものの、農家

はかつての Cd 濃度の高い自家産米の継続的

な摂取により高度の Cd 曝露を受け、高齢の

女性では腎臓への影響も現れていることが判

明した。また、そのような農家では尿中 MT
濃度は Cd 曝露レベルに応じて高くなるが、

それには Cd による MT の産生誘導作用と腎

尿細管の再吸収機能低下作用の両方が複合的

に働いているものと考えられた。更に、Cd
曝露による腎尿細管機能に対する影響には

MT 産生能が関与しており、MT 産生能の低

い者では高度の Cd 曝露を受けた場合の腎尿

細管機能障害の発症リスクが高いことが示唆

された。  
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5) Tohyama C, Mitane Y, Kobayashi E, Sugihira N, Nakano A, 

Saito H: The relationships of urinary metallothionein with 
other indicators of renal dysfunction in people living in a 
cadmium-polluted area in Japan. J Appl Toxicol 8:15-21, 
1988.
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講演 2 
 
 
 

 

カドミウムの腎毒性発現に関わる標的分子 
 

○佐藤雅彦（愛知学院大学薬学部） 
 

1．緒言 

有害金属であるカドミウムの慢性曝露に

よる主要標的臓器は腎臓であり、近位尿細管

障害が特徴的に認められる。しかしながら、

カドミウムによる腎毒性発現の分子機構は不

明な点が多く、未だ明確にされていないのが

現状である。我々は、カドミウムによる腎毒

性発現機構を分子レベルで明らかにすること

を目的に、Toxicogenomics の手法を活用して

腎毒性発現に関与する標的分子の特定を試み

ている。これまでに、カドミウムがユビキチ

ン転移酵素の 1 つである Ube2d ファミリー

の遺伝子発現を抑制することによって p53 依

存的アポトーシスを誘導することを見いだし

た。本講演では、カドミウムの毒性発現に関

わる標的分子について、これまでの研究成果

を紹介する。 

 
2．DNA マイクロアレイ法を用いたカドミウム

による変動遺伝子の網羅的解析 

カドミウムの毒性発現に関わる標的分子

を特定するために、ラット腎近位尿細管上皮

細胞（NRK-52E 細胞）を用いて DNA マイク

アレイ解析を行った。その結果、50 µM のカ

ドミウムで 4 時間処理することにより Mt1
や Hmox1 などのストレス応答遺伝子を含め

て 73 遺伝子の発現が上昇し、42 遺伝子の発

現が減少した 1)。酵母において、ユビキチン

転移酵素の一つである UBC4 がカドミウム

の毒性発現に関与することが報告されている

2,3)。そこで、選択的タンパク質分解系である

ユビキチン -プロテアソームシステムに関連

する遺伝子に着目したところ、ユビキチン転

移酵素の一つであり、UBC4 のホモログであ

る Ube2d4 (表１)の遺伝子発現がカドミウム

処理によって半減していることが見いだされ

た 1)。Ube2d4 は Ube2d ファミリーに属し、

Ube2d ファミリーにはその他に Ube2d1、
Ube2d2、Ube2d3 が存在する(表１)。そこで、

カドミウム腎毒性発現に関与する候補遺伝子

として Ube2d ファミリーに着目し、詳細な検

討を行った。 

 
表１ 真核生物における Ube2d 

ファミリーの相同性 

Yeast    Human    Rat    Mouse    

UBC4    

UBC5    

UBE2D1    

(UbcH5A)    
Ube2d1    Ube2d1    

UBE2D2    

(UbcH5B)    
Ube2d2    Ube2d2    

UBE2D3    

(UbcH5C)    
Ube2d3    Ube2d3    

UBE2D4    

(UbcH5D)    
Ube2d4    unconfirmed    

    
3．ラット腎近位尿細管上皮細胞（NRK-52E 細

胞）における検討 

まず、NRK-52E 細胞に対するカドミウム

の毒性評価を行った。NRK-52E 細胞をカド

ミウム（2-10 µM）で 3-24 時間処理して、培

地中に逸脱した乳酸脱水素酵素（LDH）の活

性を測定した。その結果、5 および 10 µM の

カドミウムで 24 時間処理することによって、

LDH 活性の有意な上昇が認められた。さらに、

カドミウムで 24 時間処理した細胞をギムザ

染色したところ、2 µM のカドミウム処理で

は形態学的な変化は確認できなかったが、5
および 10 µM のカドミウム処理では、細胞数

がコントロールに比べて顕著に減少した。 
次に、Ube2d ファミリー遺伝子の発現に及

ぼすカドミウムの影響を調べた。NRK-52E
細胞をカドミウム（2-10 µM）で 3, 6, 12 時
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間処理して、細胞内の Ube2d1、Ube2d2、
Ube2d3 および Ube2d4 mRNA 量をリアルタ

イム RT-PCR 法により測定した。その結果、

Ube2d1、Ube2d2、Ube2d3 および Ube2d4 
mRNA 量は、いずれもカドミウム 6 時間以上

の処理によって顕著に減少することが確認さ

れた。しかも、Ube2d1 と Ube2d4 の mRNA
量はカドミウム 3 時間処理で有意に減少した。

このように、カドミウム処理した NRK-52E
細胞では、毒性が認められる時期より早い時

期から Ube2d ファミリーの遺伝子発現が抑

制されることが判明した（図１）。 

 

図１ カドミウムによる Ube2d ファミリー 
遺伝子の発現抑制を介した p53 の過剰蓄積 

と細胞毒性との関係 

 
Ube2d ファミリーはアポトーシス誘導因

子である p53 のユビキチン化に関わることが

報告されている 4)（図２）。そこで、カドミ

ウム（2-10 µM）処理後の p53 タンパク質量

を p53 EIA Kit を用いて定量したところ、細

胞内の p53 タンパク質濃度は、いずれもカド

ミウム 6 時間処理から増加し始め、12 時間

処理では顕著に増加した。以上のように、p53
タンパク質もカドミウムの細胞毒性が出現す

るよりも早い段階から細胞内での過剰蓄積が

引き起こされることが明らかとなり、カドミ

ウムによる p53 の過剰蓄積は、カドミウム毒

性の発現に深く関与する可能性が示唆された

（図１）。 
カドミウムによる p53 の過剰蓄積の一因と

して、カドミウムにより p53 mRNA 量が増

加し、p53 の合成が促進されている可能性が

考えられる。そこで、カドミウム処理後の細

胞内 p53 mRNA 量を測定したところ、p53 
mRNA 量は減少傾向にはあったものの増加

することはなかった。したがって、カドミウ

ムによる p53 の過剰蓄積に p53 の合成促進は

関与しないことが判明した。また、カドミウ

ムによる p53 の過剰蓄積がプロテアソームの

阻害による可能性もあることから、プロテア

ソーム活性に及ぼすカドミウムの影響を検討

したところ、プロテアソーム活性はカドミウ

ムによって影響を受けないことが判明した。 

 

図２ ユビキチン-プロテアソームシステム

を利用した p53 タンパク質の分解 

 
p53 はリン酸化されることによって活性化

してポトーシスを誘導することから、カドミ

ウムによるアポトーシス誘導とリン酸化 p53
タンパク質濃度の変動を検討した。NRK-52E
細胞をカドミウム（2-10 µM）で 6-24 時間処

理して、細胞を回収し、DNA 断片化をアガ

ロース電気泳動法により観察した。その結果、

カドミウムで 24 時間処理した細胞はいずれ

の濃度においても DNA 断片化が観察され、

カドミウムによってアポトーシスが引き起こ

されることが明らかとなった。特に 5 µM の

Ub: ユビキチン 

Ub!

Ub!

p53 Mdm2 

Ub!活性化酵素 

Ub!

Ub!

Ub!

Ub!

Ub!

Ub!

Ub!

Ub!

Ub!

Ub!

Ub!

Ub!

プロテアソーム 

Ub!
Ube2d!
Family!

p53 

p5
3 

活性化酵素 
Ube2d!
Family!

Ube2d!
Family!
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カドミウム処理群で顕著な DNA 断片化が認

められた。しかも、この時、カドミウム処理

によってリン酸化 p53（活性型）が検出され、

カドミウムによるアポトーシス誘導には過剰

蓄積した p53 のリン酸化が深く関与すること

が示唆された。 
以上の結果より、カドミウムは細胞内で

p53 を過剰蓄積させ、その一部がリン酸化さ

れてアポトーシスを引き起こすことが見いだ

された 5)（図１）。カドミウムによる p53 の

過剰蓄積は、p53 遺伝子の発現誘導やプロテ

アソームの機能不全によるものではなく、

Ube2d ファミリー遺伝子の発現を抑制する

ことで p53 タンパク質のユビキチン化が阻害

され、プロテアソームでの分解が滞ることに

起因する可能性が示唆された 5)（図２,３）。 

 
4．ヒト腎近位尿細管上皮細胞（HK-2 細胞）

における検討 

HK-2 細胞に対するカドミウムの毒性評価

を行うため、HK-2 細胞をカドミウム（20-100 
µM ） で 6 ま た は 24 時 間 処 理 し て 、

AlamarBlue 法により細胞生存率を測定した。

その結果、カドミウム 24 時間処理において、

40 µM から濃度依存的に細胞生存率の低下が

認められた。しかし、カドミウム 6 時間処理

は 80 µM まで細胞生存率に影響を与えなか

った。次に、p53 タンパク質量と UBE2D フ

ァミリーの遺伝子発現に及ぼすカドミウムの

影響を検討した。HK-2 細胞を 40 µM のカド

ミウムで 18 時間処理したところ、細胞内 p53
タンパク質量の増加が認められた。一方、

UBE2D ファミリーのうち UBE2D2 並びに

UBE2D4 の mRNA レベルが 40 µM のカドミ

ウム 6 時間処理で有意に減少した。以上の結

果より、ヒトの腎尿細管上皮細胞においても、

カドミウムは UBE2D ファミリー遺伝子の発

現抑制並びに p53 タンパク質の過剰蓄積を引

き起こすことが明らかとなった。 
カドミウムによる p53 タンパク質の細胞内

蓄積における UBE2D ファミリー遺伝子の関

与、およびカドミウムのアポトーシス誘導に

おける p53 の関与を明らかにするため、

siRNA による UBE2D ファミリー遺伝子ノッ

クダウン細胞や p53 ノックダウン細胞を作製

した。UBE2D2/UBE2D4 ダブルノックダウ

ン細胞では p53 タンパク質量の増加が認めら

れ、p53 ノックダウン細胞ではカドミウムに

よるアポトーシス誘導が抑制された。以上の

結果より、カドミウムによる UBE2D2 およ

び UBE2D4 遺伝子の発現抑制が細胞内 p53
タンパク質の過剰蓄積を引き起こすこと、並

びにカドミウムによるアポトーシス誘導に

p53 の過剰蓄積が深く関与することが明らか

となった。 

 
5．カドミウム長期曝露マウスにおける検討 

5 週齢雌性 C57BL/6J マウスを 300 ppm の

カドミウムを含む固形飼料で飼育し、飼育開

始 6 および 12 ヶ月後に、エーテル麻酔下で

採血し、腎臓並びに肝臓を摘出した。腎毒性

の指標として血清中の尿素窒素およびクレア

チニン量を、肝毒性の指標として血清中の

GOT 並びに GPT 活性を測定した。その結果、

カドミウム長期曝露によって血清中尿素窒素

量は僅かに増加したが、クレアチニン量は変

化しなかった。血清中の GOT および GPT 活

性もカドミウム曝露により若干上昇した。し

たがって、本研究で行われたカドミウム長期

曝露はマウスに軽微な肝毒性および腎毒性を

与えることが示された。 
次に、腎臓および肝臓中 Ube2d1、Ube2d2、

Ube2d3 mRNA 量をリアルタイム RT-PCR 法

により測定した。その結果、腎臓中 Ube2d1、
Ube2d2 および Ube2d3 の mRNA レベルは

カドミウムの長期曝露によって有意に減少し
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た。一方、肝臓中の Ube2d1、Ube2d2 およ

び Ube2d3 の mRNA レベルは、6 ヶ月の曝露

では変動しなかったが、12 ヶ月の曝露により

有意な減少を示した。続いて、腎臓および肝

臓中 p53 タンパク質濃度を p53 EIA Kit を用

いて測定したところ、腎臓中 p53 タンパク質

濃度はカドミウム投与期間依存的に顕著な増

加を示したが、肝臓中の p53 タンパク質濃度

はカドミウム曝露によって変動しなかった。

以上の結果から、カドミウムの長期曝露によ

り腎毒性を引き起こす初期段階で腎臓中

Ube2d ファミリー遺伝子の発現抑制と p53
の過剰蓄積が確認され、in vivo においても in 
vitro と同様の結果が得られた。一方、カドミ

ウム長期曝露マウスの肝臓では Ube2d ファ

ミリーの遺伝子発現抑制に伴う p53 タンパク

質の増加は認められなかった。 
組織での p53 およびアポトーシスの局在を

調べるために、10%中性緩衝ホルマリン液で

固定した腎臓および肝臓をパラフィン包埋し、

5 µm の連続切片を作成した。抗 p53 抗体を

用いた免疫染色により p53 の局在性を、

TUNEL 染色によりアポトーシスを検出した。

その結果、カドミウム長期曝露によって、腎

尿細管特異的に p53 タンパク質が顕著に増加

した。しかも、その同一部位にアポトーシス

の検出が認められた。一方、カドミウム長期

曝露マウスの肝臓では p53 タンパク質の増加

およびアポトーシスの検出は認められなかっ

た。以上の結果より、カドミウムは腎尿細管

特異的に p53 依存的アポトーシスを引き起こ

すことが明らかとなった。 

 
6．まとめ 

腎近位尿細管上皮細胞やカドミウム長期

曝露マウスを用いた検討により、カドミウ

ムは Ube2d ファミリー遺伝子の発現抑制

を介して p53 を過剰蓄積させ、p53 依存的

なアポトーシスを誘導することが見いださ

れ た 6) （ 図 ２ , ３ ）。 こ の よ う に 、

Toxicogenomics を活用することにより、カ

ドミウムによる腎毒性発現の標的分子とし

て Ube2d ファミリーを見いだすことがで

きた。 
 

Ub !

Ub !

Ub !

Ub!

Ub!

Ub ! Ube2d !
Fam ily!

Ube2d !
Fam ily!

Ube2d !
Fam ily!

p53!Mdm 2 !

Cd !
Cd !

Cd !

アポト ーシス   

活性化酵素 Ub!

Ub ! 活性化酵素 

p53!

p53!

p ! p53!

p53!

p ! p53!

p ! p53!

 
図３ カドミウムによるアポトーシス誘導に

おける Ube2d ファミリーと p53 の関与 
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講演 3 
 
 
 

 

カドミウム耐性および輸送の機構 

－古くて新しい謎－ 
 

○姫野誠一郎、藤代 瞳（徳島文理大学薬学部） 
 

1．はじめに 

イタイイタイ病発見以来 50 年以上がたつ

が、現在なおカドミウムがどのようにして細

胞に取り込まれ、排泄されるのか、という基

本的な謎が未解明のまま残っている。カドミ

ウムは、生体に取り込まれると主に腎臓に蓄

積するが、腎臓におけるカドミウムの生物学

的半減期は 20 年以上とされており、この特

異的な蓄積性の高さがカドミウム毒性を特徴

付けている。したがって、カドミウムの毒性

発現機構、および、それに対する生体の防御

機構を解明するためには、カドミウムの輸送

機構を明らかにすることが必須である。 
本研究者らは、カドミウム耐性細胞の樹立

とトキシコゲノミクスの活用によって、カド

ミウムに対する耐性機構とカドミウム輸送機

構の解明を目指してきた。これまでの研究に

より、カドミウムの細胞への取り込みに亜鉛

輸送体ファミリーのうちの ZIP8 と ZIP14 が

関与する可能性を明らかにしてきた。また、

これらの輸送体が生体内でのカドミウム蓄積

に実際どのように関与しているのか、解明を

試みている。 

 
2．腎臓へのカドミウム蓄積におけるメタロチ

オネインの役割 

メタロチオネインは、カドミウムの生体内

代謝、毒性軽減に最も重要な役割を果たす生

体内因子である。これまでの研究により、分

子量が約 6000 という小さなサイズのメタロ

チオネインは腎臓の糸球体を通過して原尿に

ろ過されるため、血漿中でメタロチオネイン

に結合したカドミウムは、メタロチオネイン

とともに一度原尿に排泄された後、近位尿細

管の管腔から上皮細胞にエンドサイトーシス

によって取り込まれると考えられてきた。実

際、近位尿細管上皮細胞の微絨毛に存在する

メガリンという分子が関与して、カドミウム

－メタロチオネイン複合体（Cd-MT）がエン

ドサイトーシスを受けることが様々な研究に

よって明らかにされている。エンドソーム内

で分解されたメタロチオネインから、遊離の

カドミウムイオンが細胞質中に放出されると、

そこで新たにメタロチオネインの誘導合成が

起こり、様々なタンパク質にカドミウムが結

合して毒性を発揮するというモデルが提出さ

れている。このように、腎臓へのカドミウム

の蓄積機構は Cd-MT のエンドサイトーシス

という現象でほぼ明らかになっていた。メガ

リンは近位尿細管上皮細胞のうち、S1 と S2
の部位に局在するため、カドミウムの腎障害

発現部位とも一致する。 
しかし、腎臓以外の組織にどのようにして

カドミウムが取り込まれるのかについては、

ほとんど分かっていなかった。 

 
3．カドミウム蓄積性の低いカドミウム耐性細

胞の樹立 

このような状況の中で、本研究者らはカド

ミウム輸送機構の解明のために、カドミウム

耐性細胞を活用する、という手法を考えた。

これまで、多くの化学物質の輸送体がその化

学物質に対する耐性細胞を樹立することで同

定されてきた歴史がある。カドミウムについ

ても、すでに多くの耐性細胞が樹立されてい

た。しかし、これまで樹立されたほぼすべて

のカドミウム耐性細胞において、メタロチオ

ネインの遺伝子の増幅、タンパク質レベルの
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増加が観察されていた。しかし、これらの細

胞におけるカドミウムの蓄積性を詳細に調べ

た報告はほとんどなかった。むしろ、メタロ

チオネインが著しく誘導されるためにカドミ

ウムの蓄積量がかえって高くなっていても、

カドミウム耐性を獲得している、と考えられ

てきた。したがって、カドミウム耐性細胞を

樹立することによってカドミウムの輸送機構

を解明することは非常に困難に思われた。 
そこで、我々は、メタロチオネイン遺伝子

をノックアウトしたマウスの胎仔由来細胞を

活用してカドミウム耐性細胞を樹立すること

にした。まず、メタロチオネイン欠損マウス

胎仔から得た初代培養細胞に SV40 large T
抗原を導入することによって細胞を不死化し

た。この細胞はカドミウムに高い感受性を示

した 1)。そこで、この細胞の培地中のカドミ

ウム濃度を徐々に上昇させることにより、カ

ドミウムに耐性を示す培養細胞株を複数樹立

することができた。 
これらのカドミウム耐性細胞株の性質を

検討した結果、最も重要な形質の変化は、カ

ドミウムを蓄積しにくい、ということだった。

メタロチオネイン欠損細胞からスタートする

ことにより、我々は世界で初めてカドミウム

の蓄積性が低下したためにカドミウム耐性を

示す細胞株の樹立に成功したのである 2)。 
カドミウム蓄積量は培地にカドミウムを

添加して 24 時間後の変化を観察しているの

で、取り込みの低下によって蓄積量が減った

のか、排泄が亢進して蓄積量が減ったのかを

調べたところ、カドミウム耐性細胞ではカド

ミウムの取り込み効率が著しく低下している

ことを見出した 2)。 
生物は、カドミウムのような汚染金属を細

胞内に取り込むためのカドミウムに特化した

輸送システムを持っているとは考えられない。

カドミウムは細胞にとって必須の金属の輸送

システムに相乗りする形で細胞内に入ってく

るものと考えられる。したがって、カドミウ

ムの取り込みが著しく低下した細胞では、カ

ドミウム以外の必須金属の取り込み機構が抑

制されているために、カドミウムも巻き添え

を食って取り込まれなくなるのだろう、とい

う仮説を立てた。そこで、この仮説を検討す

るため、理化学研究所で開発されたマルチト

レーサー法を活用し、20 種類以上の元素の取

り込み効率を一斉に測定してカドミウム耐性

細胞と親株細胞の間で差があるかどうか調べ

た。その結果、カドミウム耐性細胞では、マ

ンガンの取り込みが著しく低下していた 3)。

マルチトレーサーではなく、シングルトレー

サーとしてマンガンを添加した際にも、カド

ミウム耐性細胞では、やはりマンガンの取り

込みが顕著に低下していた。カドミウムは、

マンガンと共通の輸送システムを利用して細

胞内に入っている可能性が初めて示された。 
その可能性をさらに明らかにするため、親

株細胞を用いて、培地にカドミウムとマンガ

ンの両方を添加したときに、それぞれに元素

の取り込みが阻害されるかどうか検討した。

その結果、親株細胞のみならず、HeLa 細胞

や Caco-2 細胞などの他の哺乳動物細胞にお

いても、カドミウムとマンガンの取り込みが

相互に阻害されることを見出した。 
この細胞を樹立した当時、カドミウムとマ

ンガンの両方を基質とすることができる唯一

の金属輸送体として、2 価鉄の輸送体である

divalent metal transporter 1（DMT1）が知

られていた。DMT1 は、プロトン共輸送体で

あり、至適 pH が約 5.5 である。そこで、親

株細胞とカドミウム耐性細胞におけるカドミ

ウム取り込みの pH 依存性を比較したところ、

親株細胞に比べて、カドミウム耐性細胞では

中性付近のカドミウムの取り込みが低下して

いた。この結果から、我々が樹立したカドミ
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ウム耐性細胞で発現が抑制されている金属輸

送体は、DMT1 以外の新たな輸送体であろう

と考えられた。しかし、この時点では、その

実体は不明であった。 

 
4．カドミウム輸送体としての ZIP8 の発見 

カドミウム耐性細胞において発現が低下

している可能性のある金属輸送体を同定する

ため、カドミウム耐性細胞と親株細胞の

cDNA を用いてマイクロアレイを行った。そ

の結果、カドミウム耐性細胞において、

SLC39a14 の発現が低下していることを見出

し た 4) 。 SLC39a14 は 、 Zrt, Irt-related 
protein（ZIP）ファミリーの ZIP14 をコード

する遺伝子である。ZIP ファミリータンパク

質は、細胞の中に亜鉛を取り込む輸送体タン

パク質である。 
そこで、我々は、SLC39a14 と相同性の高

い SLC39a8、あるいは他の SLC39a ファミ

リ ー の 遺 伝 子 発 現 を 調 べ た と こ ろ 、

SCL39a14 のみならず、SLC39a8 の発現が顕

著に減少していること、また、ZIP8 のタンパ

ク質レベルも顕著に減少していることを見出

した。同じ頃に米国のグループが、カドミウ

ムを投与しても精巣出血を起こさないマウス

の系統と起こす系統との違いの原因となって

いる遺伝子を検索し、やはり SLC39a8 にた

どり着いていた。しかし、これだけでは、ZIP8
がカドミウムの輸送に関与しているかどうか

不明である。そこで、我々は ZIP8 の発現を

shRNA を用いてノックダウンした際に、カ

ドミウムの取り込みが低下するかどうかを調

べた。その結果、ZIP8 の発現抑制によって、

顕著にカドミウムの蓄積が低下した 5)。これ

により、ZIP8 がカドミウムの取り込みに重要

な役割を果たす金属輸送体であることが明ら

かになった。 
さらに、カドミウム耐性細胞において、な

ぜ ZIP8の発現が低下したのか検討した結果、

SLC39a8 遺伝子の CpG island のメチル化が

亢進しており、これを 5-azacytidine によっ

て脱メチル化すると、ZIP8 の発現が復活し、

カドミウムの蓄積も上昇した 6)。この結果は、

耐性細胞を樹立する過程でカドミウムに長期

間曝露されることによって、SLC39a8 遺伝子

の発現がエピジェネティックな制御によって

抑制されたことを示すものである。 
我々は、さらにメタロチオネイン遺伝子が

発現しているマウス胎仔の不死化細胞からも

カドミウム耐性細胞を樹立し、この細胞にお

いても、カドミウムの蓄積が低下しているこ

と、その原因として ZIP8 の発現の低下が重

要な役割を果たしていること、さらにこの細

胞はマンガンの蓄積性も低下してマンガンに

も耐性を示すことを明らかにした 7)。したが

って、ZIP8 はカドミウムとマンガンの両方を

基質とすることのできる亜鉛輸送体であると

考えられる。 

 
5．カドミウムとマンガン輸送における ZIP8

の役割 

ZIP8 がカドミウムとマンガンの輸送に関

与していることをさらに明らかにするため、

我々は、カドミウムに高い感受性を示す細胞

であるラット好塩基性白血病細胞由来の

RBL-2H3 細胞に注目した。この細胞は、カ

ドミウムが非常に蓄積しやすいこと、その原

因は ZIP8 の発現が高いこと、さらにマンガ

ンにも高感受性であり、その原因としてマン

ガンの蓄積性も高いことを見出した 8)。また、

ZIP8 siRNA を導入すると、カドミウムとマ

ンガンの取り込み効率が減少するが、その際、

特に重炭酸依存的なカドミウムとマンガンの

取り込みが減少することも見出した。 
我々は、さらに RBL-2H3 細胞からカドミ

ウム耐性細胞とマンガン耐性細胞の両方を樹
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立した。仮説として、もし、ZIP8 のようなカ

ド ミ ウ ム と マ ン ガ ン に 共 通 の 輸 送 体 が

RBL-2H3 細胞でのカドミウムとマンガンの

高い蓄積性に重要な役割を果たしているので

あれば、そこから樹立されるカドミウム耐性

細胞とマンガン耐性細胞は、それぞれに対す

る交叉耐性を示し、また、共通する性状変化

を引き起こすのではないかと考えた。そして、

予測通りに、RBL-2H3 細胞から樹立したカ

ドミウム耐性細胞はマンガンにも耐性を示し、

マンガン耐性細胞はカドミウムにも耐性を示

した。さらに、両耐性細胞ともに、ZIP8 の発

現が低下していた。これらの結果から、ZIP8
がカドミウムとマンガンの輸送に重要である

ことがさらに確認された。 

 
6．腎臓でのカドミウム輸送における ZIP8 の

役割 

ここまでの検討結果は、マウスの胎仔由来

細胞やラットの白血病細胞などから得られた

ものである。カドミウムの標的臓器は腎臓で

あり、腎臓におけるカドミウム輸送に本当に

ZIP8 が関与しているかどうかを確認する必

要があった。そこで、マウス近位尿細管上皮

細胞を不死化した PT 細胞を用いて、ZIP8, 
ZIP14, DMT1 の役割を検討した 9)。さらに、

その際、トランスウェルを用いたカップ培養

法を活用することにより、近位尿細管上皮細

胞の管腔（apical）側と血管（basolateral）
側のカドミウムの輸送をそれぞれ調べた。カ

ドミウムの取り込み効率は basolateral 側に

比べて apical 側からの方が高かった。 
そこで、予め PT 細胞に ZIP8、ZIP14、あ

るいは、DMT1 の siRNA を導入した後、細

胞をトランスウェルに移して培養し、細胞間

のタイトジャンクションが十分形成されたこ

とを電気抵抗値の上昇で確認した後、カドミ

ウムの取り込みを比較した。その結果、ZIP8、

あるいは ZIP14 の siRNA を導入した際には

カドミウムの取り込みが約 50％に低下した。

しかし、DMT1 siRNA を導入した際にはほと

んどカドミウム取り込みに影響を及ぼさなか

った。したがって、ZIP8 と ZIP14 は PT 細

胞におけるカドミウム取り込みに何らかの役

割を果たしているものと考えられる。 
一方、カップ培養により、カドミウムの排

泄についても調べたところ、PT 細胞からの

カドミウムの排泄は、そのほとんどが apical
側で起こっていることが分かった。したがっ

て、カドミウムは、腎臓の近位尿細管におい

て、一度上皮細胞に取り込まれた後、再び、

尿細管管腔側に排出されている可能性が示唆

された。このような現象は、腎臓における尿

酸の輸送ですでに知られている。すなわち、

尿酸は糸球体をろ過された後、管腔から上皮

細胞への取り込み、上皮細胞から管腔への排

出、再び、上皮細胞への取り込み、最終的な

尿中への排出、という複数のステップを経る

ことが知られている。 
これまで、腎臓におけるカドミウム輸送に

ついては、S1, S2 領域での Cd-MT のエンド

サイトーシスのみが考慮されてきたが、実は、

一部のカドミウムは管腔側に排出され、再び、

尿細管の下流側で再度吸収されている可能性

もある。その際、S3 領域で ZIP8 や ZIP14
がカドミウムの再吸収に関わっている可能性

がある。そこで、この仮説を検討するため、

マ ウ ス の 腎 臓 切 片 を 用 い て 、 in situ 
hybridization を実施した。プローブとして、

ZIP8、ZIP14、DMT1 の 3 種類を検討した。

その結果、皮質と髄質の境界付近の近位尿細

管の S3 領域が多く集まる部位において ZIP8
と ZIP14 が強く発現していた。 

上記の結果から、現時点での仮説として、

S1, S2 領域で Cd-MT がエンドサイトーシス

で取り込まれた後、一部のカドミウムがイオ
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ンとして尿細管管腔に溶出し、S3 領域で今度

は ZIP8 や ZIP14 のような金属輸送体を介し

て取り込まれる可能性がある。今後、この仮

説について詳しく検討していく予定である。 

 
6．終わりに 

今回、時間の都合で、消化管、骨における

ZIP8, ZIP14, DMT1 の役割に関する検討結

果は割愛したが、消化管については低濃度の

カドミウムの吸収に ZIP14 が関与している

可能性を見出している。 
つい最近、これまで不明だったイネの根か

らのカドミウムの吸収機構が解明された。驚

くべきことに、イネの根に存在するマンガン

を取り込むための輸送体 OsNramp5 がカド

ミウムの取り込みに関与していることが明ら

かになった。OsNramp5 の遺伝子をノックア

ウトしたイネでは、マンガンの取り込みが顕

著に減少し、カドミウムの取り込みはほぼ完

全に抑制された 10)。一方、重イオンビームの

照射によってこの OsNramp5 に変異を導入

したイネは、カドミウム汚染土壌で栽培して

も玄米中のカドミウム濃度がほとんど検出で

きない程度にまで低下した 11)。これまで、本

研究により、哺乳動物細胞におけるカドミウ

ム輸送にマンガン輸送系が関与していること

を示してきたが、イネにカドミウムが蓄積す

る過程においてもマンガン輸送体が関与して

いることが明らかにされた。 
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メチル水銀の選択的細胞傷害 

-マイクロダイセクション法を用いた各種神経細胞における抗酸化酵素の発現解析- 

 

○藤村成剛（国立水俣研）、臼杵扶佐子（国立水俣研） 
 

1. 背景 

メチル水銀の主な標的器官は脳神経系であ

り、その毒性感受性は脳の発達段階で異なる

のみならず、同年齢層においても部位や細胞

によって異なる。例えば、成人期においてメ

チル水銀曝露は大脳皮質の一部、後根神経節

細胞、小脳顆粒細胞に顕著な細胞死を引き起

こすが、他の部位では神経細胞死を誘発し難

い。このようなメチル水銀毒性の選択的細胞

傷害については未だ情報が不足しており、メ

チル水銀による神経機能障害を理解する上で

の障害となっている。  
 
2. 目的 

メチル水銀中毒モデル動物を用いて、神経

病変が起こる部位と起こらない部位について、

分子病理学的、生化学的、分子生物学的な手

法を用いて、メチル水銀の選択的細胞傷害の

原因について明らかにする。さらに、これら

の知見を発展させて、メチル水銀中毒の診断、

毒性防御および治療への応用へ繋げることを

目的とする。  
 
3. 方法と結果 

3-1.マウスを用いた大脳皮質と海馬の比較検

討 

水俣病剖検脳の観察では、前述した大脳皮

質の一部、後根神経節細胞、小脳顆粒細胞に

顕著な細胞死を引き起こすが、虚血および他

の毒物に脆弱な海馬では神経細胞死を引き起

こさない。  
今回、マウスを用いて大脳皮質と海馬の神

経病変および神経細胞死経路について比較検

討を行った。8 週間のメチル水銀飲水投与  
(30 ppm) によって、深部大脳皮質において

神経細胞の減少  (図 1)、アストログリアの増

加等が観察されたが、海馬において神経病変

は観察されなかった。ウェスタンブロット法

を用いて、神経細胞死に関連するキナーゼ経

路について検討を行った結果、大脳皮質特異

的 に mitogen-activated protein kinase 
kinase 4 (MKK4) と c-jun- N-terminal 
kinase (JNK) の活性化が確認された  (図 2)。
また、海馬の水銀濃度は大脳皮質よりも高値

を示したにもかかわらず、神経病変および

JNK 経路の活性化は検出されなかった。これ

らの結果は、メチル水銀が大脳皮質特異的に

JNK 経路を活性化し、神経変性を引き起こす

ことを示唆している 1)。  
 

 
図 1 メチル水銀曝露によるマウス大脳皮質

神経細胞の減少  
 

 
図 2 メチル水銀曝露によるマウス大脳皮質

における JNK 経路の活性化  
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3-2.ラットを用いた後根神経系と前根神経系

の比較検討 

メチル水銀曝露は中枢神経系だけではなく、

末梢神経系にも神経病変を引き起こすが、そ

の神経病変部位にも選択性があり、後根神経

に軸索変性を伴う神経変性を引き起こす。  
今回、ラットを用いてメチル水銀曝露の末

梢神経系へ影響について検討した結果、4 週

間のメチル水銀飲水投与 (30 ppm) によって、

後根神経特異的に軸索変性を伴う神経変性が

観察された  (図 3)2)。一方、前根神経には病

変は観察されなかった。さらに、培養神経細

胞を用いて軸索変性の原因について検討した

結果、メチル水銀が Ras homologous (Rho) 
蛋白質発現  (特に Ras-related C3 botulinum 
toxin substrate 1 (Rac1) の低下 ) に影響し

て、軸索変性、さらには引き続いて起こる神

経細胞死を引き起こすことが示唆された 3,4)。

この Rac1 発現低下による軸索変性を伴う神

経変性は、siRNA を用いた検討によっても確

認された  (図 4)。  
 

 
図 3 メチル水銀曝露によるラット後根神経

の変性  
 

 
図 4 Rac1 siRNA による神経細胞死と神経軸

索変性への影響  

 

3-3.ラットを用いた各種小脳神経細胞の比較

検討 

メチル水銀は小脳に神経変性を引き起こす

が、小脳神経細胞の中でも特に顆粒細胞に顕

著な神経変性を引き起こす。  
今回、ラットを用いてメチル水銀曝露の小

脳神経細胞へ影響について検討した結果、4
週間のメチル水銀飲水投与 (20 ppm) によっ

て、顆粒細胞特異的に神経変性が観察された  
(図 5)。マイクロダイセクションシステム  (図
6) を用いて、ラット小脳の各種神経細胞  (顆
粒細胞 , プルキンエ細胞 , 分子層神経細胞 ) 
を分取した。まず、メチル水銀を曝露したラ

ット小脳の各種神経細胞について加熱気化法

を用いた水銀量測定を行ったが、メチル水銀

投与群においてもその水銀値は検出限界以下  
(0.5 ng/sample) であった。  

次にメチル水銀の選択的細胞傷害に関連す

ると考えられる抗酸化酵素 5)の mRNA 発現

に つ い て 解 析 を 行 っ た 。 解 析 の 結 果 、

Superoxide dismutase 2 (SOD2), 
glutathione peroxidase 1 (GPx1), 
Thioredoxin reductase 1 (TRxR1)のｍRNA
発現濃度が、分子層細胞 , プルキンエ細胞に

比べ顆粒細胞で低いことが示された。また、

免疫組織化学による蛋白質発現においても同

様の結果が得られた。さらに、SOD2 につい

ては、小脳水銀値が上昇するメチル水銀投与

3週目において mRNA 発現が有意に上昇した  
(図 7)。以上の結果から、小脳顆粒細胞のメチ

ル水銀傷害に対する脆弱性が、抗酸化酵素  
(SOD2, GPx1, TRxR1) の低含量に起因する

ことが示唆された。また、メチル水銀曝露に

よる SOD2 mRNA の上昇は、メチル水銀毒

性に対する神経細胞の耐性に関与する可能性

が示された。  
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図 5 メチル水銀曝露によるラット小脳神経

の変性  
 

 
図 6 マイクロダイセクションシステムを

用いた各種小脳神経細胞の分取  
 

 
図 7 小脳神経における SOD2 mRNA および

蛋白の発現  
 
4. 結論 

実験動物を用いた検討によって、メチル水

銀曝露によってヒトと同様な神経変性を起こ

す部位は、動物種によって異なることが判明

した。大脳皮質で顕著に神経変性を生じるの

はマウスであり、後根神経および小脳で神経

変性を生じるのはラットであった  (表 1)。  
次にメチル水銀神経毒性の選択性について、

分子病理学的、生化学的、分子生物学的な手

法を用いて検討を行った。 (1) マウスを用い

て大脳皮質における神経細胞傷害について海

馬を比較対象とした検討を行い、メチル水銀

が大脳皮質特異的に JNK 経路を活性化し、

神経変性を引き起こすことが示唆された。(2) 
ラットを用いて末梢神経系における検討を行

い、メチル水銀が後根神経特異的に軸索変性

を伴う神経病変を生じさせることがわかった。

また、培養神経細胞を用いた検討によって、

メチル水銀が Rho 蛋白質発現  (特に Rac1 の

低下 ) に影響して、軸索変性、さらには引き

続いて起こる神経細胞死を引き起こすことが

示唆された。 (3) ラットを用いて各種小脳神

経における検討を行い、小脳顆粒細胞のメチ

ル水銀傷害に対する脆弱性が、抗酸化酵素  
(SD2, GPx1, TRxR1) の低含量に起因するこ

とが示唆された。  
 

表 1 メチル水銀曝露によって引き起こされ

るヒトとげっ歯類の神経病変比較  
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メチル水銀毒性とグリア細胞 
―ATP シグナルによるミクログリア−アストロサイト−神経細胞連関― 

 
○小泉 修一（山梨大・医・薬理）、篠崎陽一（山梨大・医・薬理） 

 
1．はじめに 

脳には、神経細胞の１０倍もの多数のグリ

ア細胞が存在している。グリア細胞は電気生

理学的に非興奮性細胞であることから、これ

まで神経細胞の物理的な支持、老廃物の排除

等、裏方的な役割は果たす細胞と考えられて

おり、その発見から百数十年間、脳科学の表

舞台に登場することはなかった。しかしここ

十数年来の脳科学の進歩により、グリア細胞

が各種神経伝達物質の受容体、イオンチャネ

ル等を有する事、化学伝達物質に応答して情

報を発信すること等々、種々の機能的側面が

次々と明らかとされ、グリア細胞と脳の生理

機能 1)及び脳疾患 2)の関連性に注目が集まっ

ている。グリア細胞は、外傷、神経変性疾患

等各種脳疾患時に、その性質を激変させる非

常に感度の高い細胞である。しかし、種々の

医薬品、化学物質、環境汚染物質等がグリア

細胞機能にどの様に影響するかに関してはほ

とんど知られていない。  
本研究の目的は、有機水銀（メチル水銀 , 

MeHg）により惹起される脳機能障害におけ

るグリア細胞の役割を明らかとすることであ

る。到達目標は、(1)MeHg がアストロサイト

及びミクログリア細胞の応答性、応答様式機

能さらに情報発信様式を精査し、その分子メ

カニズムを明らかとすること、（２）MeHg
により惹起されたグリア細胞の機能変化が神

経細胞機能及び障害に与える影響を明らかと

すること、である。  
 
２．実験方法 

実験は既報 1)に従い、Wistar 系ラット及び

C57BL 系マウスの初代培養ミクログリア、ア

ストロサイト及び海馬神経細胞を用いた。ま

た、スライス培養には、C57BL 系マウスを用

いた。Ca2+ imaging は、既報に従い、 fura2
法を用いた。DNA array は、Affymetrix 社

製  U34A GeneChip DNA microarray を用い

た。神経細胞の細胞生存率は WST-1 法（タ

カラバイオ社）にて、 Interleukin-6 (IL-6)
の 定 量 は ELISA 法 （ Quantikine, R&D 
System 社）にて、細胞外 ATP の定量は、

luciferin-luciferase 法 （ ATP 
bioluminescence assay kit, Roche 
Diagnostics 社）を用いて行った。  
 
3．結果及び考察 

3-1．MeHg により惹起されるグリア細胞遺伝

子発現変化の網羅的解析  
先ずは、各種細胞の初代分散培養系を用い

て検討を行った。MeHg に曝露されたラット

海馬初代神経培養細胞、アストロサイト及び

ミクログリアの遺伝子発現変化を網羅的に解

析した。特にアストロサイトにおいて、変化

した遺伝子の種類及び遺伝子変化率が大きか

った。表 1 はアストロサイトにおいて上昇率

が大きかった上位 5 遺伝子を示した。特に

IL-6 は 600 倍以上の上昇を呈したことから、

特にこのサイトカインに注目した。定量的

RT-PCR 法、さらに Western blotting 法によ

り、MeHg により IL-6 の mRNA 及び蛋白質

発現が亢進していることを確認した。  
 
表１ MeHg によりアストロサイトで発現上

昇した遺伝子トップ５ 
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3-2．IL-6 介したアストロサイトの神経細胞

を保護作用  
アストロサイトから放出された IL-6 の海

馬神経細胞死に対する作用を検討した。図１

のように、MeHg はごく低濃度から、濃度依

存的に神経細胞死を惹起した。アストロサイ

トはこの濃度では MeHgに対して強い抵抗性

を示した。低濃度からにより惹起される神経

細 胞 死 は 、 ア ス ト ロ サ イ ト conditioned 
medium(ACM)により抑制され、これは IL-6
中和抗体により消失した。さらに神経細胞に

recombinant IL-6 を前処置することにより、

やはり MeHgによる神経細胞死は抑制された。

これらは、アストロサイトが IL-6 を介して、

初期 MeHg障害を保護していることを示唆す

る。  

 

 
 

3-3．MeHg により惹起されるアストロサイト

IL-6 産生メカニズム  
3-3-1．P2Y1 受容体の関与  

MeHg により惹起されるアストロサイト

IL-6 産生に対する種々薬物の影響を解析し

た。図２のように、P2 受容体拮抗薬及び P2Y1
受容体拮抗薬によりこの産生が抑制された。

また、ATP 分解酵素 apyrase さらに P2Y1 欠

損動物で（P2Y1-KO）でこの IL-6 の産生は

消失した。従って、細胞外 ATP の放出、及び

それに引き続く P2Y1 受容体の活性化がこの

IL-6 産生の必要条件であることが示唆され

た。  

 

 

 
3-3-2．細胞外 ATP の測定  

MeHg により惹起される ATP 放出を、

luciferin-luciferase に よ る 直 接 測 定 及 び

Ca2+ imaging による間接測定により解析し

た。MeHg は濃度依存的に一過性の ATP を放

出すること、これは P2Y1-KO により消失す

ることが明らかとなった（図３）。また、この

ATP は Ca2+依存性な開口放出のメカニズム

で放出されていることが明らかとなった。  

 

 
 

図１  MeHg により惹起される神経細胞及

びアストロサイトの細胞死  
神経細胞はアストロサイトよりも MeHg に対して脆弱

であるが、ACM 又は IL-6 の添加により障害抵抗性を

獲得する。ACM の作用は、 IL-6 依存的。  

図３  MeHg により惹起されるアストロサ

イトからの ATP 放出  
A. MeHg 濃度依存的なアストロサイトからの ATP 放

出。B.MeHg(1 µM)刺激による ATP 放出のタイムコー

ス。細胞外 ATP 濃度は、luciferin-luciferase 法により

定量した。

図２  MeHg により惹起されるアストロサ

イト IL-6 mRNA 産生と P2Y1 受容体  
MeHg によりアストロサイト IL-6 産生は、細胞外 ATP
及び P2Y1 受容体依存的である。  
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3-3-3．細胞内シグナル  
また P2Y1 受容体刺激から IL-6 産生に至る

細胞内シグナルとして、ERK1/2MAPkinase
が関与していることが明らかとなった。  

 

 
 

3-4．ミクログリアによる低濃度 MeHg 感知と

アストロサイトコミュニケーション  
低濃度 MeHg(10-100 nM)は、アストロサ

イトではなく、ミクログリアが感知している

ことが明らかとなった。つまり、ミクログリ

ア単独、アストロサイト単独では MeHg によ

り IL-6 は産生されないが、ミクログリア−ア

ストロサイトの共培養系に低濃度 MeHgを添

加すると、IL-6 が産生された。これは、P2Y1
受容体阻害薬により抑制され、P2Y1-KO で

は消失した。さらに、低濃度 MeHg によりミ

クログリアも ATP を放出していることが明

らかとなった（図４）。つまり、ミクログリア

が低濃度 MeHg を感知し、それを ATP の化

学情報としアストロサイトに伝えていること、

さらにアストロサイトは P2Y1 受容体でこれ

を感知して、3-3 で述べたメカニズムにより、

IL-6 を放出している可能性が示唆された。  
 
3-5．スライス培養法を用いたミクログリア−

アストロサイト−神経細胞コミュニケー

ションによる神経細胞保護作用 

海馬スライス標本を用いて、分散培養系と

同様の急性期の MeHg傷害モデルを作成した。

図５A で示すように、培養１週間後に MeHg
を添加し、その 24 時間後に PI を添加しその

蛍光強度により傷害を評価した。図５B は典

型例。海馬錐体細胞層で顕著な PI 陽性シグ

ナルが観察された。この PI 陽性シグナルは、

アポトーシス時に観察されるシングルストラ

ンド DNA（ssDNA）シグナル陽性であった。

図５Ｃに示す様に、コントロール（MeHg 無

添加）海馬は PI 染色陰性であるが、高濃度

MeHg（1μM 以上）により強い PI 蛍光シグ

ナル、つまり傷害が認められた。これまで、

分散培養系を用いた実験系で、MeHg（1μM）

がアストロサイトから ATP を放出させ、これ

がオートクラインシグナルとして P2Y1 受容

体を介して IL-6 を産生・放出することにより

神経保護作用を呈することを示してきた。そ

こで、MeHg により惹起される傷害に対する、

ア ス ト ロ サ イ ト の 活 性 化 阻 害 薬

（ fluorocitrate ）、 P2Y1 受 容 体 拮 抗 薬

(MRS2179)及び IL-6 をトラップする中和抗

体 の 作 用 を 検 討 し た 。 Fluorocitrate 、

MRS2179 及び IL-6 中和抗体はすべて、

MeHg(1μM)により惹起される傷害を亢進さ

せた。さらに、これらは傷害が認められない

図４  低濃度 MeHg による IL-6 産生  
A. MeHg（0.01−0.1 µM）で、ミクログリア単独、アスト

ロサイト単独培養をそれぞれ刺激しても、IL-6 mRNA の

発現は亢進しない。しかし、ミクログリア及びアストロ

サイトが共に存在する場合には、低濃度 MeHg でも IL-6 
mRNA の顕著な発現亢進が認められた。B.ミクログリア−

アストロサイト共培養系における IL-6 産生は、P2Y1 受

容体拮抗薬 MRS2179 で抑制され、またアストロサイト

の み P2Y1 受 容 体 を 欠 損 さ せ た 共 培 養 系

（microglia+P2Y1-KO-astrocytes）で消失した。  
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0.1μM MeHg を添加した海馬スライス標本

において、顕著な傷害作用を呈した。これら

の結果は、MeHg に応答したアストロサイト

は、活性化し、ATP/P2Y1 受容体シグナル及

び IL-6 を介して、神経細胞に対して補語的に

作用していることが示唆された。  

 

 
 

P2Y1 受容体の重要性が強く示唆されたた

め、P2Y1 受容体の薬理学的な制御に加えて

分子生物学的な手法により P2Y1 受容体の各

種遺伝子改変動物を用いた検討を行った。実

験には、P2Y1 完全欠損動物（P2Y1-KO）動

物に加え、アストロサイト特異的に P2Y1 受

容体を tTA 及び tTS 系で制御可能とする、ア

ス ト ロ サ イ ト 特 異 的 P2Y1 欠 損

（P2Y1-astro-OFF）及び P2Y 強制過剰発現

（P2Y1-astro-ON）マウスを用いた。これら

遺伝子改変動物の海馬スライス標本を用いて

MeHg により惹起される傷害の程度を検討し

た（図６）。P2Y1-KO では、MeHg により惹

起される傷害の亢進が認められた。これは、

P2Y1-astro-OFF を用いた検討でもほぼ同程

度であった。従って、アストロサイトの P2Y1
受容体が重要であることが明らかとなった。

さらに、興味深いことに、P2Y1-astro-ON、

つ??まり P2Y1 受容体をアストロサイトで過

剰発現させた場合には、MeHg による傷害が

顕著に抑制された。すなわち、アストロサイ

トの（１）P2Y1 受容体欠損により傷害が亢

進し、（２）P2Y1 受容体過剰発現により傷害

が抑制されたのである。これは、アストロサ

イトの P2Y1 受容体が MeHg により惹起され

る急性期神経細胞傷害に強く関与すること、

またこの OFF/ON により本神経細胞傷害の

制御が可能となる可能性を強く示唆するもの

である。  

 

 

図５  海馬スライス培養系を用いた MeHg障害

モデルによる解析  
A.実験スケジュール。B.左：PI による典型的な染色像。主

に錐体細胞で PI シグナルが認められた。右：PI シグナル

は、ssDNA 陽性であった。C.MeHg 傷害の濃度依存性。ま

た 、 MeHg(1 µM) に よ り 惹 起 さ れ る 傷 害 に 対 す る 、

fluorocitrate(Flu)、MRS2179(MRS)及び IL6 中和抗体 (IL-6 
ab)の作用。D 及び E はこれらのまとめ。

図６ P2Y1 受容体の分子生物学的な制御

と MeHg 傷害  
A.海馬スライス培養系を用いた実験スケジュール。培

養７日目に MeHg を添加し、その 24 時間後に PI を添

加して評価を行った。B.MeHg (0-3 µM)により惹起さ

れる神経細胞傷害の Wt と P2Y1-KO の比較。P2Y1-KO
では、MeHg によるより強い傷害が認められた。C.各
種 P2Y1 受容体遺伝子改変動物を用いた検討。MeHg(1 
µM)により惹起される Wt における傷害程度との比較

である。P2Y1-KO 及び P2Y1-astro-OFF では約 2.5 倍

以上の強い応答が観察された。しかし、P2Y1-astro-ON
では、その傷害は顕著に抑制された。**p<0.01 vs Wt.
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これらはすべて、これまでの分散培養系で

の成果を支持する結果であった。これまでの

結果を図７にまとめた。  
 

 

 

4．結論 

1．MeHg を感知したグリア細胞は、IL-6 を

産生し神経細胞傷害を保護していた。  
2．これらの応答には、中心的グリア伝達物

質である細胞外 ATP、及びその特異的受容体

P2Y1 受容体が中心的な役割を果たしていた。 

3．低濃度 MeHg はミクログリアが感知した。

ミクログリアは、それを ATP 化学情報に変換

してアストロサイトに伝えていることが明ら

かとなった。  
4．In situ により近い海馬スライス培養系と

各種遺伝子改変動物を組み合わせた MeHg傷

害モデル系を構築し、これまでの分散培養系

の結果が再現できることを確認した。  
以上、アストロサイト P2Y1 受容体の制御

により、急性期 MeHg 傷害をコントロールで

きる可能性が示唆された。  
 

引用文献  
1）  Haydon, P.G.: GLIA: listening and talking to the synapse. 

Nat Rev Neurosci, 2: 185-193, 2001. 
2）  Miller, G.: Neuroscience. The dark side of glia. Science, 

308: 778-781, 2005. 

 

図７  MeHg 感知からアストロサイトの

IL-6 放出に至るメカニズム  
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講演 6 
 
 
 

 

ミトコンドリア機能から見たメチル水毒性 

 

○森 信子（熊本大院）、安武 章（熊本大院）、平山紀美子（熊本リハ学院） 
 

1． 目的 

メチル水銀（MeHg）が中枢神経系に特異性

の高い毒性をもたらす機構については充分に

解明されているとは言えない。MeHg は SH 基

に対して高い親和性を示すため 1）、SH 基を持

つ種々の生体分子（タンパク質）が標的とな

り、その機能に影響を与えると考えられる。

しかし、細胞の機能がどの組織においても普

遍的であることを考えると、中枢神経系にの

み特異的な標的分子が存在することは考えに

くい。MeHg の中枢神経系における蓄積は末梢

組織よりも低いことを考えると、むしろ、SH

基をもつ標的分子がおかれている微小環境で

の毒性発現因子の感受性の違いによって、そ

の選択性が左右される可能性が示唆される。

MeHg の毒性発現機構の一つとして酸化的ス

トレスの関与が示唆されているが 2,3）、今回

は、MeHg による中枢神経系の選択的毒性発現

機構（大脳よりも小脳で強く傷害される）を、

酸化的ストレスに対するミトコンドリア機能

の変化に焦点を当て、ミトコンドリア微小環

境における MeHg の活性酸素産生制御因子に

対する影響について検討した。 

 

2． 方法 

2-1. in vivo 曝露実験 

Wistar 系ラット（雄、9 週齢）に MeHgCl

（10 mg/kg/day, 8 mg Hg）または精製水を 5

日間経口投与後 14 日目に、大脳及び小脳を摘

出し、Lee らの方法に従ってミトコンドリア

分画を調製した。ミトコンドリアの一部は 3

回凍結融解を繰り返し、電子伝達系複合体の

酵素活性測定に、一部は更にミトコンドリア

膜分画（SMP）を調製し、スーパーオキシド

（O2
-）産生量の測定に用いた。また、低張処

理でミトコンドリアを破壊後、3 回凍結融解

を繰り返し超遠心操作により得られた上清を

ミトコンドリア可溶性分画として抗酸化系物

質（グルタチオン（GSH）濃度、SOD 活性及び

GPX（Glutathione peroxidase）活性）の測定

に用いた。 

更に、摘出した大脳および小脳の一部をハ

サ ミ で 細 切 後 、 Mitochondria/Cytosol 

fractionation Kit（BioVision 社製）を用い

て細胞質分画を調製し、細胞質中のチトクロ

ーム C濃度及びカスパーゼ 3活性を市販キッ

ト （ Quantikine Rat/Mouse Cytochrome c 

Immunoassay(R&D System社製）及びCaspase-3 

Cellular Assay Kit PLUS(Biomol 社製)）を

用いて測定した。 

2-2. in vitro 曝露実験 

Wistar 系ラット（雄、9 週齢）から大脳と

小脳を摘出し、上記に記載した方法でミトコ

ンドリア分画、ミトコンドリア膜分画（SMP）

及びミトコンドリア可溶性分画を調製した。

これら分画に種々の濃度の MeHgCl（終濃度 0, 

12.5, 25, 37.5, 50, 100 nmol/mg protein/ml）

を in vitro 曝露し、ミトコンドリア諸機能へ

の直接的影響について以下の方法で検討した。

ミトコンドリア膜機能を評価するためにミト

コンドリアの膨潤（540nm における吸光度変

化）と膜電位の変化（膜感受性シアニン色素

dis-C3-(5)を用いた蛍光測定法）を、アポト

ーシスの有無を評価するためにミトコンドリ

アからのチトクロームｃの遊離を、活性酸素

産生能を評価するために O2
-産生量と電子伝

達系複合体酵素（Ⅱ, Ⅲ及びコハク酸脱水素

酵素 SDH）の活性を、活性酸素消去能を評価

するためにGPX活性及びSOD活性を測定した。 

尚、一連の O2
-産生量は MCLA-化学発光法を
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用いて、電子伝達系複合体酵素の活性は分光

学的手法を用いて測定した。また、GSH 濃度

と SOD 活性は市販キット（Total Glutathione 

Quantification kit及びSOD Assay Kit-WST、

いずれも同仁化学製）を用いて、GPX 活性は

Lawrence & Bürk の方法に従って測定した。 

 

3．結果 

3-1. in vivo 曝露実験 

ラットに典型的な中毒症状（後肢交差と歩

行失調）が認められた、MeHgCl (10mg/kg/day)

の 5 日間経口投与後 14 日目には、小脳ミトコ

ンドリアにおいて、コハク酸を基質とした O2
-

産生量の有意な増加が認められたが、大脳で

はコハク酸、NADH いずれの基質を用いてもそ

の影響は認められなかった。また、電子伝達

系複合体酵素のうち、複合体Ⅱの酵素活性は、

小脳ミトコンドリアにおいてのみ、MeHg 曝露

により有意な活性の低下が認められた。一方、

他の酵素は大脳、小脳いずれの組織において

も MeHg の影響は認められなかった。更に、ミ

トコンドリア中の抗酸化系物質のうち、GSH

濃度は MeHg の曝露により有意な低下が認め

られた。 

アポトーシスの指標である細胞質へのチ

トクローム C の遊離は、小脳においてのみ、

その有意な増加が認められたが、カスパーゼ

3 活性は大脳、小脳いずれの組織においても

MeHg 曝露の影響は認められなかった。 

3-2. in vitro 曝露実験 

 小脳ミトコンドリアは大脳と比較して、生

来、膨潤が起こりやすい状態であったが、MeHg

を曝露しても大脳、小脳ともにミトコンドリ

アの更なる膨潤は認められなかった。一方、

大脳、小脳ミトコンドリアのいずれも、MeHg

の濃度が高くなるにつれて、膜電位の低下が

認められた。また、その低下は小脳でより顕

著であった。更に、この時のミトコンドリア

からのチトクローム C の遊離は、大脳では

MeHg 曝露の影響を受けなかったが、小脳では

MeHg の濃度が高くなるにつれて増加した。 

ミトコンドリアからの O2
-産生量は、大脳、

小脳いずれも MeHg の濃度が高くなるにつれ

て増加した。特に、小脳からの O2
-産生量は大

脳よりもより低濃度の MeHg 曝露で非曝露時

と比較して有意に増大した。ミトコンドリア

の電子伝達系複合体酵素のうち、複合体Ⅱ及

び SDH の酵素活性は大脳、小脳いずれも MeHg

の曝露により濃度依存的に活性の低下が認め

られた。特に、小脳では大脳よりもより低濃

度の MeHg 曝露によってその活性の有意な低

下が認められた。一方、複合体Ⅲの酵素活性

は大脳、小脳いずれも MeHg の影響は認められ

なかった。 

ミトコンドリア中の SOD 活性及び GPX 活性

には MeHg の影響は認められなかった。 

 

4．考察 

我々はこれまでに、大脳と小脳ミトコンド

リアにおいて、活性酸素産生制御因子のバラ

ンスの違いがあり、大脳と比較して小脳では、

生来酸化的ストレスに対する感受性が高いこ

とを見出した 4）。今回、MeHg 曝露ラットでは

小脳ミトコンドリアにおいてのみ、O2
-産生量

の増大と電子伝達系複合体Ⅱの酵素活性及び

GSH 濃度の低下が認められた 4,5)。また、単離

ミトコンドリアを用いた系で検討したところ、

in vivo 曝露実験の結果（O2
-産生量の増大と

複合体Ⅱの酵素活性の低下）を反映していた。

これらのことから、ミトコンドリア周囲の環

境ではなく、ミトコンドリア内の微小環境に

おける活性酸素産生と消去のバランスの乱れ

が MeHg の選択的毒性発現に寄与している可

能性が示唆された。更に、メチル水銀の作用

部位はミトコンドリアの電子伝達系複合体Ⅱ

（特に SDH）であり、他の組織と比較して酸
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化的ストレスに脆弱である小脳ミトコンドリ

アにおいて、MeHg 処理によるその活性低下が

O2
-産生の増大をもたらし、結果としてチロク

ローム C の遊離を引き起こし、この後、アポ

トーシス誘導を伴う機能傷害をもたらすと考

えられる。 

 

5．引用文献 

1) Simpson, R.B.：Association constants of methylmercury 
with sulfhydryl and other bases. J. Am. Chem. Soc., 83, 
4711-4717, 1961. 

2) Yee, E.and CHoi, B.H.: Methylmercury poisoning induces 
oxidative stress in the mouse brain. Exp. Mol. Pathol., 60, 
188-196, 1994. 

3) Yee, S. and Choi, B.H.: Oxidative stress in neurotoxic 
effects of methylmercury poisoning. Neurotoxicology, 17, 
17-26, 1996. 

4) Mori, N., Yasutake, A. and Hirayama, K. (2007): 
Comparative study of activities in reactive oxygen species 
production/defense system in mitochondria of rat brain and 
liver, and their susceptibility to methylmercury toxicity. 
Arch. Toxicol., 81, 769-776. 

5) Mori, N., Yasutake, A. and Hirayama, K. (2011): 
Methylmercury inhibits electron transport chain activity 
and induces cytochrome c release in cerebellum 
mitochondria. J. Toxicol. Sci., 36, 253-259. 
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発表 1 
 

 

カドミウムによる鉄吸収阻害の分子機構 

 
○李 辰竜（愛知学院大学薬学部） 

 
1．目的 

環境有害金属であるカドミウムは、一般環境

中に広く分布している重金属であり、長期間比

較的高レベルのカドミウム曝露を受け続けると

腎毒性や骨毒性、貧血などを引き起こすことが

知られている。カドミウムによる貧血について

は、疫学的研究や実験動物を用いた検討により、

溶血性貧血、腎性貧血および鉄欠乏性貧血など

を引き起こすことが示されているが、それらの

発症メカニズムについては不明な点が残されて

いる 1,2。また、カドミウム曝露によって、消化

管からの鉄吸収が阻害されることが知られてい

るが、その詳細なメカニズムについても明らか

にされていない。鉄の吸収は、主として十二指

腸絨毛頂端部でおこなわれるが、近年、鉄の小

腸からの吸収に関わる分子として、非ヘム鉄の

還 元 酵 素 で あ る duodenal cytochrome b
（DCYTB）、2 価鉄の輸送体である divalent 
metal transporter 1 （ DMT1 ） お よ び

ferroportin 1（FPN1）、鉄の酸化酵素である

hephaestin（HEPH）、ヘムの輸送体である

heme carrier protein 1（HCP1）が見いだされ

ている（図１）。そこで本研究では、カドミウム

による消化管からの鉄吸収阻害の分子機構を明

らかにする目的で、ヒトの小腸上皮細胞モデル

である Caco-2 細胞並びにマウスを用いて鉄吸

収関連分子に対するカドミウムの作用を検討し

た。 
 
2．方法 

2-1．細胞実験 

ヒト結腸がん由来 Caco-2 細胞を上皮様に分

化させるためにコンフルエントの状態で 21 日

間培養後、カドミウム（5 および 10 µM）を含

む新鮮な増殖培地中で 72 時間処理した。カド

ミウム処理した細胞から total RNAを抽出した

後、鉄吸収関連分子である DMT1、FPN1、
DCYTB および HEPH の各 mRNA 量をリアル

タイム RT-PCR 法により測定した。DMT1 およ

び FPN1 については、それらのタンパク質量を

Western blot 法により測定した。また、カドミ

ウム曝露による細胞毒性は、細胞層から培地中

に逸脱した乳酸脱水素酵素の活性を指標に評価

した。 
 

2-2．動物実験 
8 週齢雌性の C57BL/6J マウスにカドミウム

（50 mg/kg）を単回経口投与し、その 3 および

24 時間後にエーテル麻酔下で採血した後、近位

十二指腸および遠位十二指腸（各 2 cm）を摘出

した。血清中鉄濃度は、Fe-C テストワコーを用

いて測定した。各摘出組織から total RNA を抽

出した後、鉄吸収関連分子である DMT1、FPN1、
DCYTB、HEPH、HCP1 およびヘムの分解酵

素である heme oxygenase 1（HO-1）の各

mRNA 量をリアルタイム RT-PCR 法により測

定した。また、DMT1 および FPN1 のタンパク

質量を Western blot 法により測定した。 
 
3．結果 

3-1．Caco-2 細胞における鉄輸送関連分子の発

現に対するカドミウムの阻害作用 
小腸上皮細胞モデルである Caco-2 細胞にお

いて、カドミウムは DMT1、FPN1、DCYTB
および HEPH の mRNA 量をすべて有意に減少

させた。さらに、上皮細胞への鉄吸収に関わる

DMT1 および上皮細胞からの鉄排出に関わる

FPN1 のタンパク質量を測定したところ、カド

ミウム処理により DMT1 並びに FPN1 タンパ

ク質量の減少がともに認められた。なお、この
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とき培地中に逸脱した乳酸脱水素酵素の活性は

カドミウム曝露により有意に変化しなかった。

したがって、カドミウムによる鉄輸送関連分子

の発現抑制は細胞毒性にもとづくものでないこ

とが示された。 
 

3-2．マウス十二指腸における鉄輸送関連分子の

発現に対するカドミウムの阻害作用 
3-2-1．非ヘム鉄輸送関連分子に対するカドミウ

ムの作用 
細胞レベルで認められたカドミウムによる

鉄輸送関連分子の発現抑制作用について、個体

マウスレベルで検討した。はじめに血清中鉄濃

度を測定したところ、投与 3 時間後では対照群

とカドミウム投与群の間で変化は認められなか

ったが、投与 24 時間後において、カドミウム

による血清中鉄濃度の有意な減少が認められた。

この結果は、カドミウムがマウスの鉄代謝調節

に対して影響を及ぼしていることを示している。

そこで、本実験条件下で小腸鉄輸送関連分子の

発現に対するカドミウムの作用を検討したとこ

ろ、カドミウム投与 3 時間後のマウス近位十二

指腸中の DMT1、FPN1、DCYTB および HEPH
の mRNA 量は、対照群に比べていずれも顕著

に減少した。カドミウム投与 24 時間後におい

ては、HEPH の mRNA 量は対照群レベルまで

回復した。一方、DMT1、FPN1 および DCYTB
の mRNA 量についても回復傾向は認められた

ものの、投与 24 時間後においてもカドミウム

による発現抑制効果は持続していた。同様のカ

ドミウム投与による発現抑制効果は、遠位十二

指腸においても認められた。さらに、カドミウ

ム投与 24 時間後の近位および遠位十二指腸で

は、DMT1 並びに FPN1 のタンパク質量の減少

も認められた。 
 
3-2-2．ヘム鉄輸送関連分子に対するカドミウム

の作用 
ヘム鉄は HCP1 によって上皮細胞内に取り

込まれ、細胞内の HO-1 によって 2 価の鉄に分

解された後、非ヘムと同様の経路によって全身

に運搬されると考えられている。近位十二指腸

における HCP1 並びに HO-1の遺伝子発現に対

するカドミウムの作用を検討したところ、HO-1
の mRNA 量は、カドミウム投与 3 時間後から

顕著に増加した。一方、HCP1 の mRNA はカ

ドミウム投与 3 時間後から顕著に減少した。し

たがって、カドミウムは HO-1 の遺伝子発現を

強く誘導するものの、ヘム鉄の吸収に関わる

HCP1 の遺伝子発現を顕著に抑制することから、

カドミウムは非ヘム鉄だけでなくヘム鉄の十二

指腸からの吸収も阻害することが示唆された。 
 
4．まとめ 

本研究において、カドミウムのマウスへの単

回経口投与によって、24 時間後の血清中鉄濃度

が減少することが示された。このとき、カドミ

ウムが非ヘム鉄の十二指腸からの吸収に関与す

る DMT1、FPN1、DCYTB および HEPH の遺

伝子発現を曝露 3 時間後から強く抑制すること

が明らかとなった。同様のカドミムによる抑制

効果は小腸上皮細胞モデルである Caco-2 細胞

においても認められた。さらに、カドミウムは

ヘム鉄の吸収に関与する HO-1 の遺伝子発現を

誘導する一方で、HCP1 の発現を抑制すること

も見いだされた。したがって、経口摂取された

カドミウムは小腸上皮細胞の DMT1、FPN1、
DCYTB、HEPH および HCP1 の発現抑制を介

して消化管からの鉄吸収を阻害している可能性

が示唆された（図１）。 
 
引用文献 
1) 堀口兵剛．カドミウム中毒における貧血．日衛誌．62， 

888-904，2007． 
2) Horiguchi H, Oguma E, Kayama F. Cadmium induces anemia 

through interdependent progress of hemolysis, body iron 
accumulation, and insufficient erythropoietin production in rats. 
Toxicol. Sci., 122, 198-210, 2011. 
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図１．小腸からの鉄吸収経路とカドミウムによる鉄吸収阻害の分子機構 
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発表 2 
 

 

 
カドミウムによる小胞体ストレス誘導：小胞体関連分解系（ERAD）の関わり 

 

○杜 可、黄 基旭、永沼 章（東北大院・薬） 

 

1．背景・目的 

小胞体ストレスがカドミウムの毒性発現に関

与することが知られている。しかし、カドミウ

ムによる小胞体ストレスの誘導機構はほとんど

解明されていない。小胞体ストレスは、ミスフ

ォールド蛋白質が小胞体内に蓄積することによ

り引き起こされる。我々は、siRNA を用いたス

クリーニングにより、カドミウム毒性発現に関

与する因子群を網羅的に検索し、発現抑制によ

り細胞に高いカドミウム感受性を与える因子と

して小胞体内でミスフォールド蛋白質の除去機

構である小胞体関連分解系(ERAD)に関与する

因子を多数同定した。このことは、カドミウム

による小胞体ストレス誘導にERADが何らかの

形で関与している可能性を示唆している。そこ

で本研究では、カドミウムによる小胞体ストレ

ス誘導におけるERADの関わりについて検討し

た。 

 

2．結果・考察 

同定された ERAD 関連因子の中では、FBXO6

が発現抑制によって細胞に最も高いカドミウム

感受性を与えた 1。カドミウムによる小胞体ス

トレス誘導がこの FBXO6 の発現抑制によって

更に亢進されることが判明した。FBXO6 は

ERAD に関与する蛋白質である 2 ことから、

FBXO6 の発現抑制によって ERAD の機能が低

下したため、カドミウムによる小胞体ストレス

誘導が更に亢進された可能性が考えられる。カ

ドミウムがERAD機能に与える影響を検討する

ため、ERAD の基質蛋白質である NHK および

TCRα の細胞内レベルに与えるカドミウムの影

響を検討したところ、両蛋白質のレベルがカド

ミウム処理濃度に依存して増加し、これら蛋白

質の分解速度がカドミウム処理によって遅延し

た。このカドミウムによる ERAD 機能阻害作用

は、FBXO6 発現抑制によって更に増加した。ま

た、小胞体内の ERAD 基質蛋白質を細胞質へ引

き出す蛋白質である VCP の発現抑制またはプ

ロテアソーム阻害剤である MG132 の添加は、

カドミウム処理時と同様に、TCRα のレベルも

増加させ、それに伴って小胞体ストレスマーカ

ーである BIP および CHOP のレベルも上昇した。

このことから、カドミウムは ERAD 機能を抑制

することによって小胞体ストレスを誘導してい

る可能性が考えられる。なお、カドミウムが示

す ERAD 機能阻害作用は、カドミウム以外の小

胞体ストレス誘導剤である tunicamycin、DTT お

よび thapsigargin の処理では認められなかった。

このことから、カドミウムは特異的に ERAD 機

能を阻害し、ミスフォールド蛋白質の分解を抑

制することによって、小胞体ストレスを誘導す

ると考えられる。また、FBXO6 の発現抑制は、

カドミウムによる NHK および TCRα レベルの

蓄積を更に上昇させたが、他の小胞体ストレス

誘導剤の効果には殆ど影響を与えなかった。し

たがって、 FBXO6 はカドミウムによる ERAD

阻害作用を特異的に軽減し、小胞体内でミスフ

ォールド蛋白質を減少させることによって、カ

ドミウムが誘発する小胞体ストレスを軽減して

いると考えられる。 

本研究により、カドミウムは特異的に ERAD

機能を阻害し、ミスフォールド蛋白質の分解を

抑制することによって、小胞体ストレスを誘導

することが始めて明らかになった。現在、カド

ミウムによって引き起こされるERAD機能阻害

の分子機構について検討中である。 

 

引用文献 

1) Hwang GW, Du K, Takahashi T, Naganuma A. (20): Inhibition 
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enhances cadmium toxicity in HEK293 cells. J Toxicol 
Sci.,36(6):847-9. 

2) Yoshida Y, Tokunaga F, Chiba T, Iwai K, Tanaka K, Tai T. 
(2003): Fbs2 is a new member of the E3 ubiquitin ligase family 
that recognizes sugar chains.J Biol Chem., 278(44):43877-84.
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発表 3 
 

 

消化管由来 Caco-2 細胞におけるカドミウム輸送機構 

―消化管におけるカドミウム吸収における亜鉛輸送体の役割― 

 
○藤代瞳、姫野誠一郎（徳島文理大学薬学部衛生化学講座） 

 
1. 目的  

これまで消化管におけるカドミウム（Cd）
吸収機構については、2 価鉄（Fe2＋）の輸送

体 で あ る divalent metal transporter1
（DMT1）によって小腸粘膜上皮細胞に取り

込まれると考えられてきた。しかし、Cd の

輸送体として、DMT1 以外に、亜鉛輸送体の

Zrt/Irt-related protein 14（ZIP14）が消化管

で発現しているが、消化管における Cd 輸送

に ZIP14 が関与するかについては調べられ

ていない。そこで本研究では消化管のモデル

細胞として Caco-2 細胞を使用し、管腔側と

血管側における Cd 輸送を分別できるカップ

培養系を用いて消化管細胞における Cd 輸送

機構を検討した。 
 
2. 方法 

ヒト大腸癌由来細胞（Caco-2）を用いた。

カップ培養には Thin Cert Cell Culture 
insert を使用した。細胞内への金属の取り込

み お よ び 排 泄 は 、 [109Cd]-CdCl2, 
[54Mn]-MnCl2 を用いて、γカウンターにより

測定した。 
 
3. 背景 

Cd の消化管での吸収については、鉄（Fe）
と同様、主に DMT1 によって小腸上皮細胞内

に取り込まれると考えられていた 1-3)。しかし、

これまでの消化管での Cd 吸収に関する報告

に使用されてきた Cd 濃度を計算してみると、

消化管管腔内の濃度として 10 μM を超える

濃度での検討であった（表 1）。米中に含まれ

る Cd 濃度を約 0.1 ppm として換算すると、

食事摂取後の消化管の管腔に存在すると考え

られる Cd 濃度は 0.1 μM か、それよりもず

っと低い濃度であることが推測された。この

ことから考えて、これまでの研究で明らかに

されてきた消化管における Cd 吸収に関わる

検討は、もっと低濃度でも同様に DMT1 が機

能するのか、また DMT1 以外の輸送体の関与

があるのかどうか検討する必要があると考え

られた。 
 

4.結果および考察 
4-1.Caco-2 細胞における Cd 取り込み効率お

よび排泄効率 
Caco-2 細胞における管腔側からの Cd の取

り込み効率は、血管側と比べて Cd では 7 倍

高かった。また、Cd を 2 時間細胞に取り込

ませた後、Cd-free 培地に交換し、1 時間後の

培地への Cd 排出量を調べた結果、血管側に

はほとんど排出されず、約 50%が管腔側へと

排出された。よって、一度消化管細胞に取り

込まれた Cd が比較的短時間に管腔側へと排

泄されることが、Cd の消化管吸収率の低さ

の原因の 1 つである可能性が考えられた。 
 
 
 
 

137



 

 

 
4-2.Caco-2 細胞における管腔側からの Cd 取り

込みに対する各輸送体の役割 
これまで DMT1 変異マウスにおいても Cd の

吸収効率は変わらないという報告がある 4)。ま

た、Cd と Mn を共通して輸送する輸送体とし

て、DMT1, ZIP14 が消化管で発現している。

そこで、siRNA を用いて DMT1 と ZIP14 の発

現を抑制し、0.1, 1, 5 μM の Cd の取り込みを

比較した。その結果、DMT1 を発現抑制すると

5 μM の Cd 取り込みがコントロールの約 80%
にまで低下したが、0.1, 1 μM の Cd の取り込

みは変化しなかった。一方、ZIP14 の発現を抑

制すると 0.1, 1 μM の Cd 取り込みがそれぞれ

70%, 54%に低下した。アフリカツメガエル卵母

細胞を用いた実験では、Cd に対する親和性は

DMT1 より ZIP14 の方が高いことがすでに報

告されている。以上の結果より、消化管におけ

る Cd 吸収において、特に低濃度の Cd の吸収

については、DMT1 以外に ZIP14 が重要な役割

を果たす可能性を見出した。 

 
5.まとめと今後の展望 

消化管由来の Caco-2 細胞において、特に低

濃度の Cd の吸収には ZIP14 が重要な役割を果

たす可能性を見出した。 
今後、ZIP14 ノックアウトマウスを用いて消

化管における Cd 吸収に対する ZIP14 の役割に

ついてさらに明らかにしていきたい。 
 
6.引用文献 
1) Bannon DI, Abounader R, Lees PS, Bressler JP (2003) Effect of 

DMT1 knockdown on iron, cadmium, and lead uptake in Caco-2 
cells. Am J Physiol Cell Physiol 284: C44-50. 

2) Fleming RE, Migas MC, Zhou X, Jiang J, Britton RS, et al. 
(1999) Mechanism of increased iron absorption in murine model 
of hereditary hemochromatosis: increased duodenal expression of 
the iron transporter DMT1. Proc Natl Acad Sci U S A 96: 
3143-3148. 

3) Xu H, Jin J, DeFelice LJ, Andrews NC, Clapham DE (2004) A 
spontaneous, recurrent mutation in divalent metal transporter-1 
exposes a calcium entry pathway. PLoS Biol 2: E50. 

4) Suzuki T, Momoi K, Hosoyamada M, Kimura M, Shibasaki T 
(2008) Normal cadmium uptake in microcytic anemia mk/mk 
mice suggests that DMT1 is not the only cadmium transporter in 
vivo. Toxicol Appl Pharmacol 227: 462-467. 
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発表 4 
 

 

カドミウム毒性に対するメタロチオネイン-III の関与 
 

○本田晶子（京大院工） 

 
1．目的 

カドミウム (Cd) は肝毒性、精巣毒性、腎毒

性および骨毒性などを引き起こす有害金属であ

る。また、Cd 毒性に対する生体内防御タンパ

ク質としてメタロチオネイン (MT) が知られ

ており、4 種類の分子種が確認されている。こ

れらの分子種のうち、MT-I および MT-II は、

Cd による肝毒性、腎毒性および骨毒性に対し

て防御効果を示すことが MT-I/II 欠損マウスを

用いた検討によって明らかにされている。一方、

MT-III の Cd 毒性に及ぼす影響を検討した報告

はほとんどない。そこで本研究では、Cd 毒性

（肝毒性および精巣毒性）に対する MT-III の

効果について MT-III 欠損マウスを用いて検討

した。なお、比較対象として、MT-I/II 欠損マ

ウスも併せて検討した。 
 
2．方法 

2-1．実験動物 

雌雄の 129/Sv系MT-I/II 欠損マウス、MT-III 
欠損マウスおよび野生型マウスを米国ジャクソ

ン研究所より購入した。飼育室は適度な温湿度

および 12 時間サイクルの明暗照明が維持され、

本研究における動物実験は、愛知学院大学薬学

部内動物実験センターで「愛知学院大学薬学部

動物実験指針」に従って十分な動物擁護の配慮

下で行った。 
2-2．Cd 肝毒性 

2-2-1．血清中 ALT・AST 活性の測定および肝臓

の病理組織学的な形態観察 

10-12週齢の雄性 MT-I/II欠損マウス、MT-III
欠損マウスおよび野生型マウスに Cd (5、10、
20 μmol/kg) を 1 回皮下投与して、その 2 日後

にエーテル麻酔下で心採血し、肝臓を摘出した。

肝障害の指標として、血清中アラニンアミノト

ランスフェラーゼ (ALT) および血清中アスパ

ラギン酸アミノトランスフェラーゼ (AST) を
臨床化学自動分析装置スポットケム EZ を用い

て測定した。摘出した肝臓は包埋カセットに入

れ、10% 中性緩衝ホルマリン液で固定した後、

パラフィン包埋し、5 μm の切片を作成して、

ヘマトキシリン・エオジン染色を行い、病理組

織学的な形態変化を観察した。 
2-2-2．Cd による肝臓での SAA1 および SAA2 遺

伝子発現変動の測定 

10-12 週齢の雄性 MT-III 欠損マウスおよび

野生型マウスに Cd (20 μmol/kg) を 1 回皮下投

与して、その 4 時間後にエーテル麻酔下で心採

血し、肝臓を摘出した。肝臓中 Total RNA を抽

出した後、急性期炎症性タンパク質である

serum amyloid A1（SAA1）および SAA2 
mRNA 量を RT-PCR により測定した。 
2-2-3．肝実質細胞の Cd 毒性に対する感受性の

測定 

8-9週齢の雄性MT-III欠損マウスおよび野生

型マウスをエーテル麻酔下で開腹し、マウス肝

実質細胞を単離した。肝実質細胞を Cd（1、3、
5、10 μM）で 24 時間処理した後、培地を回収

し、細胞傷害性の指標として細胞から培地中に

逸脱した乳酸脱水素酵素（LDH）活性を測定し

た。さらに、細胞の生存率を MTT アッセイに

より評価した。 
2-3．Cd 精巣毒性 

2-3-1．精巣中ヘモグロビン濃度の測定および精

巣の病理組織学的な形態観察 

10-12週齢の雄性 MT-I/II欠損マウス、MT-III
欠損マウスおよび野生型マウスに Cd (15 
μmol/kg) を 1 回皮下投与して、その 6、12 お

よび 24 時間後にエーテル麻酔下で心採血し、

精巣を摘出した。精巣障害（出血）の指標とし

て、精巣中のヘモグロビン濃度をヘモグロビン

B-テストワコーキットを用いて測定した。摘出
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した精巣は包埋カセットに入れ、10% 中性緩衝

ホルマリン液で固定した後、パラフィン包埋し、

5 μm の切片を作成して、ヘマトキシリン・エ

オジン染色を行い、病理組織学的な形態変化を

観察した。 
2-3-2．Cd による精巣での遺伝子発現の網羅的

解析 

10-12 週齢の雄性 MT-III 欠損マウスおよび

野生型マウスに Cd (15 μmol/kg) を 1 回皮下投

与して、その 6 時間後にエーテル麻酔下で心採

血し、精巣を摘出した。精巣中 Total RNA を抽

出し、DNA マイクロアレイ法により遺伝子発

現の網羅的解析を行った。なお、DNA チップ

は、マウス 35,852 遺伝子からデザインされた

オリゴヌクレオチドを搭載した DNA チップ 
(OpArray Mouse) を用いた。顕著に変動した

遺伝子については、リアルタイム RT-PCR によ

り mRNA 量を確認した。 
 
3．結果 

3-1．Cd 肝毒性 

3-1-1．肝障害 
20 μmol/kg の Cd を投与した野生型マウスの

血清中 ALT および AST 活性は、コントロール

に比べて有意に上昇した。これに対して、

MT-III欠損マウスの血清中 ALT および AST 活

性は、いずれの Cd 投与群においてもコントロ

ール群と比較して有意な変動を示さなかった。

一方、MT-I/II 欠損マウスでは、10 μmol/kg 以

上の Cd 投与によって血清中 ALT および AST
活性の有意な増加が認められた。従って、20 
µmol/kg の Cd を投与した 3 系統のマウスの血

清中 ALT および AST 活性は、MT-I/II 欠損マ

ウス＞野生型マウス＞MT-III 欠損マウスの順

であった。 
肝臓の病理組織学的な形態変化を観察したと

ころ、野生型マウスでは Cd(20 μmol/kg)の投与

によって、肝細胞の空胞変性および壊死が認め

られた。これに対して、MT-III 欠損マウスでは、

Cd 投与による形態の著変は観察されず、ごく

稀に小さな壊死巣が認められた。一方、MT-I/II
欠損マウスでは、Cd の投与によって肝細胞の

空胞変性および壊死が観察され、しかも、その

傷害性は野生型マウスより重篤であった。 
3-1-2．Cd による肝臓での SAA1 および SAA2 遺

伝子発現 
野生型マウスの肝臓中 SAA1 および SAA2 

mRNA 量は Cd を投与しても変動しなかった。

これに対して、MT-III 欠損マウスでは、肝臓中

SAA1 および SAA2 mRNA 量がともに Cd 投与

によって著しく減少した。 
3-1-3．肝実質細胞の Cd 毒性に対する感受性 

野生型マウスおよび MT-III 欠損マウス由来

の肝実質細胞を 5 および 10 μM の Cd で処理し

たところ、培地中の LDH 活性はコントロール

に比べて有意に上昇した。また、両細胞の LDH
活性を比較すると、いずれの Cd 処理群におい

ても有意な差は認められなかった。さらに、

MTT アッセイにおいても、5 μM 以上の Cd 処

理によって細胞生存率の減少が認められたが、

両細胞間で有意な差は認められなかった。 
3-2．精巣毒性 
3-2-1．精巣障害 

Cd を投与した 3 系統のマウス精巣の肉眼的

観察では、いずれのマウスにおいても時間依存

的な出血が認められた。3 系統のマウス精巣中

ヘモグロビン濃度においても、いずれも時間依

存的な増加が認められた。Cd による精巣出血

の程度を 3 系統のマウスで比較すると、Cd 投

与 12 および 24 時間後において、MT-I/II 欠損

マウス≒野生型マウス＞MT-III 欠損マウスの

順に軽度であった。肉眼的所見および精巣中ヘ

モグロビン濃度を指標とした精巣出血の程度は、

ほぼ同様の結果が得られた。 
Cd (15 μmol/kg) を投与して 12 時間後のマ

ウス精巣の病理組織学的な形態変化を観察した

ところ、野生型マウスおよび MT-I/II 欠損マウ

スでは、間質における重度の出血並びに精細管
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上皮細胞の変性・脱落が認められた。一方、

MT-III 欠損マウスでは、間質の水腫が観察され

たものの、重度の傷害は認められなかった。 
3-2-2．精巣で発現変動する遺伝子の網羅的解析 

それぞれ無処置の MT-III 欠損マウスと野生

型マウスとを比較したところ、35,852 遺伝子

中 37 種の発現が増加し、79 種の発現が減少し

た。一方、Cd を投与した MT-III 欠損マウスと

野生型マウスとの比較では、35,852 遺伝子中

14 種の発現が増加し、128 種の発現が減少した。

2 つのマイクロアレイ解析においてともに著し

い発現変動を示した遺伝子のうち、核酸配列が

確定されている 5 つの遺伝子 (Pnp2、Rd3、
Cdh24、RIKEN cDNA 2010204K13 および

Olfr272) に注目した。なお、マイクロアレイ解

析における MT-III 欠損マウスおよび野生型マ

ウスの MT-III mRNA 量は、検出限界以下であ

った。 
Cd 投与後の Pnp2、Rd3、Cdh24、RIKEN 

cDNA 2010204K13およびOlfr272 mRNA量を

リアルタイムRT-PCR法により経時的に測定し

た結果、Olfr272 mRNA 量は、両マウスともに

検出限界以下であったが、リアルタイム

RT-PCR による Pnp2、Rd3 および Cdh24 
mRNA 量の結果は、マイクロアレイ解析結果と

一致した。 
 
 

4．考察 

以上の結果より、新たな知見として MT-III
欠損マウスが Cd による肝毒性および精巣毒性

に対して抵抗性を示すことが見いだされ、

MT-III は MT-I/II とは異なり Cd が引き起こす

肝毒性や精巣毒性の発現に深く関与することが

明らかとなった。また、in vitro では肝実質細

胞において、正常細胞および MT-III 欠損細胞

の間で、Cd に対する感受性に差は認められな

かったことから、肝臓における MT-III の毒性

増強効果には、MT-III が肝実質細胞で直接作用

するのではなく、他の組織などを介して二次的

に作用している可能性が考えられる。さらに、

毒性発現様式のメカニズムとして SAA1, SAA2 
(肝臓)、Pnp2, Rd3, Cdh24 (精巣)をはじめとす

る遺伝子が関与している可能性も考えられる。 
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発表 5 
 

 

 

メチル水銀による細胞内鍵分子の S-水銀化に起因する 

未知シグナル伝達経路の探索 

 
○外山 喬士（筑波大学、東京理科大学）、鍜冶 利幸 (東京理科大学)、熊谷 嘉人 (筑波大学) 

 
1．背景および目的 

メチル水銀  (MeHg) は環境中に存在する

親電子物質の一種であり、生体内でタンパク

質のチオールと特異的に共有結合  (S-水銀

化) する。これにより毒性発現やシグナル伝

達の活性化を惹起する。これまで我々は、細

胞毒性が発現する以下の濃度の MeHg は、親

電 子 セ ン サ ー タ ン パ ク 質 の 一 つ で あ る

Keap1 を S-水銀化することで、応答分子であ

る転写因子 Nrf2 を活性化し、グルタチオン

抱合系の酵素や排泄トランスポーターを誘導

することで MeHg の毒性を防御することを

明らかにしてきた 1, 2)。上記の経験から一定

濃度以下の MeHg は、特定のセンサータンパ

ク質 (鍵分子) を S-水銀化することで応答分

子を活性化し、防御応答のシグナル伝達を亢

進する可能性が考えられた。鍵分子を特定す

ることで、このような MeHg の防御応答を明

らかにすることは、MeHg の毒性に対する感

受性や毒性発現における個体差の解明に繋が

る。しかし、これまで網羅的な MeHg の鍵分

子探索は行われていない。 
本 研 究 で は 、 二 次 元 電 気 泳 動 

(2D-SDS/PAGE)、原子吸光法 (AAS) および

高速液体クロマトグラフィー質量分析計 
(LC-MS/MS) を組み合わせた複合分析法に

より、MeHg に対する細胞内鍵分子の網羅的

な探索と、その S-水銀化に起因するシグナル

伝達の活性化に関して解明を目指した。本研

究戦略を図示する (図 1)。 
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図 1. MeHg に対する鍵分子および 

応答分子同定のための研究戦略 
 

2．方法 (複合分析法) 

ヒト神経芽細胞種 SH-SY5Y 細胞に MeHg 
(1 µM) を曝露し、2D-SDS/PAGE によりタン

パク質を分離した。ゲルを 256 個の小片 (3 x 
3 x 1 mm; W x H x D) に切り、それぞれの水

銀量を測定した。本条件における AAS の検

出限界値は 0.012 ng であり、0.06 ng 以上の

水銀が検出されたゲルに関して、LC/MS/MS
にてゲル中タンパク質の同定を行った。 
 
3．結果および考察 

3-1．MeHg に対する鍵分子の同定  
複合分析の結果、pI 5-6 を示す 140 kDa、

80 kDa および 25 kDa 付近の 4 つのゲル小片

に 0.06 ng 以上の比較的高濃度の水銀が検出

された。それらのゲル小片からタンパク質を

抽出し、LC-MS/MS で分析した結果、150 
kDa oxygen regulated protein (ペプチド同

定率 12%、pI=5)、78 kDa glucose regulated 
protein (ペプチド同定率  52.9%、pI=4.9)、
Nucleolin (ペプチド同定率 32%、pI=4.4)、
ubiquitin C-terminal hydrolase L1 (ペプチ

ド同定率 59.6%、pI=5.2) および heat shock 
protein 27 (ペプチド同定率  57.1%、pI=6) 
の 5 種類のタンパク質を同定した。特に

ubiquitin C-terminal hydrolase L1 
(UCH-L1) を含むゲル小片には 0.116 ng の
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水銀が検出され、全てのゲル小片の中で最も

高濃度の水銀が検出された。 
3-2．鍵分子 UCH-L1 と応答分子 Akt  

UCH-L1 は、マウスの脳においては可溶性

タンパク質の 2%と豊富に存在しており、神

経細胞における脱ユビキチン化酵素の一種で、

細胞内モノユビキチン量の調節を司る因子で

ある。一方、Akt を負に制御するシグナル伝

達制御因子としての報告もある 3)。そこで

MeHgによる Akt/CREBシグナル伝達の活性

化を検討した。 
SH-SY5Y 細胞に MeHg を曝露すると、そ

の濃度依存的に Akt はリン酸化し、リン酸化

した Akt は核へ移行した。それに伴い、転写

因子 CREB が活性化して下流の抗アポトー

シスタンパク質 Bcl-2 の発現が約 2 倍上昇し

た。PI3K の阻害剤である LY294002 および

Wortmannin の処理により、MeHg による本

シグナル伝達の活性化および Bcl-2 の誘導は

定常状態まで抑制され、MeHg による細胞死

は有意に増強した。以上から、本細胞は応答

分子 Aktの活性化を介して MeHgに対して防

御応答を亢進することが明らかとなった。 
3-3．UCH-L1 の Cys151 を介した Akt シグナル

の活性化 
UCH-L1 精製タンパク質を調製し、S-水銀

化されるシステインを MALDI-TOF/MSによ

って特定したところ、その立体構造に重要な

Cys151 が特異的に S-水銀化されていた。ま

た、UCH-L1 を SH-SY5Y 細胞に高発現する

ことで、MeHg による Akt の活性化は低下し

たが、Cys151 の Ser 変異体の高発現によっ

て Akt シグナルは野生型 UCH-L1 の高発現

と比較し顕著に抑制された。UCH-L1 と Akt
の相互作用に関しては現在検討中である。 

以上から、UCH-L1 は MeHg に対する鍵分

子の一つであり、Cys151 の S-水銀化を介し

て生存シグナルである Akt/CREB シグナル

の活性化に関与すると考えられる。今後、本

研究で同定された他の鍵分子に対しても、そ

れぞれの応答分子とそれに係わるシグナル伝

達の解明が期待される。 
 
4．結論  

MeHg に対する鍵分子の網羅的探索から同

定された UCH-L1 は、Cys151 が S-水銀化さ

れることで Akt/CREB シグナル伝達を亢進

し、防御応答に関与する (図 2)。 
 

UCH-L1  

Cys151  Akt  

p-Akt  

CREB  p-CREB  

Bcl-2  
抗アポトーシス  

UCH-L1  

MeHg  

MeHg  

Akt  

p-Akt  

CREB  p-CREB 

Bcl-2  
抗アポトーシス   

図 2. 鍵分子 UCH-L1 の S-水銀化を介した

Akt/CREB シグナルの活性化 
 

引用文献 
1) Toyama T. et al., Biochem Biophys Res Commun 363: 

645-650, 2007.  
2) Toyama T. et al., Environ Health Perspect 119: 1117-1122, 

2011. 
3) Wang W. J. et al., Int J Oncol 33: 1037-1045, 2008.

 

143



発表 6 
 

 

 

母乳を介したメチル水銀ばく露量の算出 
 
◯岩井美幸（東北大学･院･医･環境保健医学、同･薬･生体防御薬学、日本学術振興会特別研究員 PD）、

佐藤 洋（東北大学･院･医･環境保健医学）、龍田 希、仲井邦彦（東北大学･院･医･発達環境医学）、

赤木洋勝（国際水銀ラボ） 
 

1. 背景 

メチル水銀は神経毒性をもち、感受性の高

い胎児期および乳児期のばく露により児の発

達への影響が懸念される。メチル水銀は胎盤

透過性が高く、母体血と比較し臍帯血中のメ

チル水銀濃度は 2 倍程度高い。一方、母乳へ

のメチル水銀移行は少ないと考えられ、母乳

を介した乳児へのメチル水銀ばく露に関しあ

まり議論は進んでいない。母乳は乳児期にお

ける主要な栄養源であり、感受性の高いこの

時期のばく露を把握する意義は大きい。また

母乳中の総水銀に占めるメチル水銀割合は、

総水銀と無機水銀定量後の減算により算出さ

れたもの、あるいは母乳中水銀が低濃度であ

ることから総水銀のみのデータがほとんどで

ある。そこで、本研究では母乳中総水銀およ

びメチル水銀を定量し、ばく露レベルと総水

銀に占めるメチル水銀の割合(Me/T)を算出し

たのち、乳児のメチル水銀ばく露量を推定し

た。 

 

2. 方法 

2-1.対象者 

子 ど も の 発 達 に 関 す る 東 北 ス タ デ ィ

（Tohoku Study of Child Development, TSCD）

1) の対象者より収集したサンプルを用いた。

母体血赤血球、血漿および母乳を使用した。

十分な試料量、すべての試料が揃う対象者を

抽出し、毛髪総水銀濃度からランダムに 28

組を抽出した。うち 1 件は母乳中メチル水銀

分析の際に試料が不足したため、27 組の結果

を示す。 

 

2-2.生体試料 

母体血は出産直後の朝食前に、母乳は出産

1 ヶ月後に採取した。 

 

2-3.化学分析 

総水銀は、湿式分解-還元気化原子吸光光度

法により測定した。メチル水銀は、ジチゾン

抽出-ECD-ガスクロマトグラフィー法によっ

て定量した 2)。母乳については分析法を改良

し次のように実施した。5ｇの母乳に 1N KOH-

エタノールを加え 100℃で 10分間加熱処理後、

20%EDTA-4Na を加え振盪した。次いで 1NHCl、

ヘキサンを順次加え振盪し、ヘキサン相中に

試料中の油分を分離抽出した。ヘキサン相を

除去後、水相に精製 0.01%ジチゾン-トルエン

溶液を加え振盪しメチル水銀を分離抽出した。

水相を除去後、トルエン相を１ＮNaOH で振盪

洗浄してトルエン相中過剰ジチゾンを除去し、

澄明なトルエン相を得た。トルエン相中のメ

チル水銀は 5ppm アルカリ性硫化ナトリウム

溶液を用いてクリーンアップ後、精製 0.01%

ジチゾン-トルエン溶液を加えてメチル水銀

を再抽出した。水相を除去後、トルエン相中

の過剰なジチゾンは上記と同様に１ＮNaOH

を加えて振盪洗浄して除去し、澄明なトルエ

ン相を得た。これに 1N HCl を加え酸性化し試

験溶液とし ECD-ガスクロマトグラフィーに

て測定を行った。総水銀及びメチル水銀測定

については標準添加法および標準試料を用い

て精度確認を実施した。 

母乳中タンパク量については Bradford 法

（Bio-rad 社）にて分析を行った。母乳中脂

質はレーゼゴットフリー法にて日本食品分析
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センターに委託し分析を行った。 

 

2-4.統計学的解析 

統計処理には、JMP version 7.0 を使用し、

各媒体間の相関係数を算出した。統計学的有

意水準は 5％とした。なお、本研究は東北大

学大学院医学系研究科倫理委員会に研究計画

を提出し、承認を得て実施した。 

 

3. 結果 

3-1. 分析結果 

母 体 血 赤 血 球 中 水 銀 濃 度 の 平 均 値

（Min-Max）は、総水銀 20.7 (3.7-40.5)、MeHg 

20.3 (3.6-41.4) ng/g であった。血漿中水銀

濃 度 の 平 均 値 （ Min-Max ） は 総 水 銀

1.7(0.4-3.9)、メチル水銀 1.4(0.3-3.7) ng/g

であった。母乳中水銀濃度の平均値（Min-Max）

は、総水銀 0.84 (0.14-1.87)、メチル水銀 0.46 

(0.06-1.20) ng/g であった。母乳中タンパク

の 平 均 値 （ Min-Max ） は 、

7.75(3.94-11.28)mg/ml であった（n=25）。母

乳 中 脂 質 の 平 均 値 （ Min-Max ） は 、 3.58 

(0.5-6.6)g/100g であった。 

 

3-2. 総水銀に占めるメチル水銀割合 

各検体のメチル水銀割合を図 1 に示した。 

 

 

図 1. 総水銀に占めるメチル水銀割合 

 

母体血赤血球中の総水銀に占めるメチル水銀

割合の平均（Min-Max）は、98(81-102)%であ

った。血漿中の Me/T は 84(50-98)%であった。

母乳中の Me/T は 54(17-87)%であった。 

 

3-3. 母乳中メチル水銀と各媒体間の相関 

母乳中メチル水銀は、採取日が異なるにも

かかわらず母体血赤血球および血漿と高い相

関を示した。また母乳中メチル水銀および総

水銀に占めるメチル水銀割合は、母乳中脂質

と高い相関を示したものの、タンパク量との

相関は確認されなかった。 

 

表 1.各媒体間の相関関係 

 

3-4. 母乳からの水銀ばく露量の推定値 

新生児が 1 ヶ月時に 1 回に飲む母乳量を

120ml (120g と換算)、1 日あたりの授乳回数

を 7 回、1 ヶ月児の体重を 4kg と想定し、母

乳中の総水銀ならびメチル水銀濃度から 1 週

間あたりの総水銀およびメチル水銀ばく露量

を算出した。その結果、総水銀の 1 週間あた

りのばく露量の平均値は 1.23μg/kgbw/week

（最小値 0.20-最大値 2.75）であった。1 週

間あたりのメチル水銀ばく露量は平均値

0.68μ g/kgbw/week（ 最 小 値 0.09-最 大 値

1.76）であった。 

 

4. 考察 

本研究は母乳中メチル水銀を定量し、一般

環境ばく露下において、総水銀に占めるメチ

ル水銀の割合を明らかにした新たな報告であ

る。メチル水銀は、胎児期のばく露が重要視

され、メチル水銀の授乳期ばく露量に関する
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データは少ない。本解析結果では、授乳回数

や授乳量の設定などにもよるがわが国のメチ

ル水銀の耐容週間摂取量（2.0μg/kgbw/week）

を超えるばく露量になる新生児はいなかった。

2003 年に合同食品添加物専門家会議（JECFA）

が示した耐容週間摂取量である総水銀 4μ

g/kgbw/week、（うちメチル水銀 1.6）を超え

る対象者が 1 名いた。 

わが国では、「魚介類等に含まれるメチル水

銀に係る摂食に関してハイリスクグループを

胎児とし、妊娠中あるいは妊娠の可能性があ

る者の耐容週間摂取量を 2.0μg/kg 体重/週

（Hg として）とする」3)と食品安全委員会が

定め、厚生労働省もメチル水銀濃度の高いい

くつかの魚種に関して妊婦に摂食頻度の制限

をするよう勧告をしている 4)。ハイリスクグ

ループに乳幼児が対象になっていないのは、

母乳中のメチル水銀割合が 16%程度と低く、

その多くは無機水銀であるとする知見や母乳

中濃度が極めて低いという先行研究 5)を反映

させたものと考えられる。しかしながら、我々

のコホート調査で得られた母乳について、メ

チル水銀を測定したところ、メチル水銀は平

均で 54％と半分以上がメチル水銀であるこ

とが明らかとなった。乳幼児のメチル水銀ば

く露について、分析数を増やすなどさらなる

調査が必要と考える。 
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発表 7 
 

 

 

低濃度メチル水銀の成人期ばく露による心拍変動への影響 
 

○柳沼梢（尚絅学院大、東北大院）、村田勝敬（秋田大院）、仲井邦彦、佐藤洋（東北大院） 
 

1．背景と目的 

環境由来化学物質であるメチル水銀は、食

物連鎖を介して魚介類に蓄積する。そのため、

人は魚介類の摂取を介して低濃度ながら慢性

的にメチル水銀のばく露を受ける。メチル水

銀の健康リスクは、主として胎児期ばく露に

よる児への発達影響が知られるが、海外にお

いては、成人期ばく露による心血管系への影

響も近年問題提起されている。東部フィンラ

ンドは、冠状動脈疾患の死亡率が高いことが

知られており、Salonen ら 1) は 1995 年に東部

フィンランドの一般住民を対象としたメチル

水銀ばく露と心疾患による死亡率に関するコ

ホート調査を行なった。その結果、メチル水

銀の低濃度ばく露が心疾患のリスクファクタ

ーになりうることを指摘した。その後、米国

2)や英国 3)においてもメチル水銀と心血管疾

患との関係に関する疫学調査が行われたが、

相反する結果が報告され、メチル水銀ばく露

による心血管系への影響については、未だ結

論に至っていない。  

我々は、人におけるメチル水銀の体内動態

の理解を目的として、魚摂取に関するランダ

ム化比較試験として低用量メチル水銀負荷実

験を行った。その過程で、心拍変動への影響

が観察されたので報告する。  

 
2．方法 

2-1．対象 

調査参加者として宮城県内の大学にポスタ

ー掲示をして募集した成人男女 54 名（男性

28 名、女性 26 名）を対象とした。本研究は、

東北大学医学系研究科倫理委員会の審査と承

認のもとに実施した。  

2-2．メチル水銀の負荷方法  

54 名の対象者を、性、年齢、BMI を考慮し

て、メチル水銀を負荷する実験群（男性 14

名、女性 13 名）と負荷しない対照群（男性

14 名、女性 13 名）の 2 群に分けた。メチル

水銀の負荷は、成人の暫定的耐容週間摂取量

（PTWI、3.4 μg/kg 体重 /週、1973 年、厚生省）

を限度とし、魚の摂取を介して 14 週間継続し

て行った。メチル水銀の負荷には、メバチマ

グロおよびメカジキ（どちらもメチル水銀濃

度 1.0 μg/g）を用いた。個人毎のメチル水銀

摂取量の許容値を体重から算出し、その量が

含まれる規定量の魚の切り身およびすき身の

セットを作成した。実験群には、1 週間に 1

度魚を配布し、14 週間継続して摂取するよう

指示した。対照群には、これまでの食生活を

変えず、普段通りの生活を送るよう指示した。 

2-3．毛髪中総水銀濃度および血漿中不飽和脂

肪酸濃度の観察  

メチル水銀のばく露指標として、毛髪中総

水銀濃度を用いた。実験開始前に後頭部の毛

髪を 1cm2 程度剃り落し、その部分から伸びた

毛髪を 4 週間毎に採取し、分析に用いた。魚

にはメチル水銀が含まれる一方、循環器疾患

のリスクを下げる効果があるといわれる n-3

系不飽和脂肪酸（PUFA）が豊富に含まれるた

め、血漿中 PUFA の観察も行った。血液は、

摂取開始前（ベースライン）、摂取終了時（15

週目）、観察終了時（29 週目）に採取した。  

2-4．化学分析  

毛髪中および魚肉中の総水銀分析は、湿式

灰化 -還元気化原子吸光光度法により行った。

血漿中および魚肉中の DHA、EPA 分析は、ガ

スクロマトグラフィー法によりエスアールエ

ル株式会社にて行なった。  

2-5．心拍変動の測定  
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心拍変動（Heart Rate Variavility: HRV）の

測定は、ベースライン、15 週目、29 週目に行

なった。10 分間の安静臥床後、心拍動 R-R 間

隔を 5 分間測定した。測定したデータの中か

ら、標準偏差が最小となる 100 個の連続した

R-R 間隔を自動的に抽出し、その抽出された

区間のデータを用いて周波数分析を行った。  

2-6．統計解析  

HRV パラメータの PSDLF、PSDHF、LF/HF 

ratio はいずれも対数正規分布を示したため、

対数変換後の値を統計解析に用いた。統計解

析は全て両側検定とし、有意水準を p<0.05 と

した。統計解析ソフトは SPBS（Murata and 

Yano 2002）を用いた。  

 
3．結果 

3-1．対象者の属性 

各群の年齢および BMI の平均値（標準偏

差）は、それぞれ実験群 25.2 (4.1) 歳、22.2 

(3.2) kg/m2、対照群 23.7 (3.2) 歳、21.0 (2.7) 

kg/m2 で、年齢、BMI とも 2 群間に有意差は

認められなかった。血圧および一般血液生化

学検査検査の結果においても、全ての項目で

2 群間に有意差は認められなかった。  
3-2．毛髪中総水銀濃度の変動  

群毎の毛髪中総水銀濃度の変動の様子を図

1 に示す。  

 

図 1 毛髪中総水銀濃度の変動  
注 1：●は実験群（n=27）、△は対照群（n=27）を示す  
注 2：Hotelling T2 statistics=673.7, p<0.001 
      Student’s t-test (* p<0.05, ** p<0.001) 

実験群と対照群の変動パターンは有意に異

なり、0 週目を除く全ての週において、2 群間

の平均毛髪中総水銀濃度に有意差が認められ

た。実験群の毛髪中総水銀濃度は、摂取を開

始すると徐々に上昇し、17 週目のピーク時に

は 8.76 (2.01) μg/g に達した。17 週目を過ぎる

と下降に転じ、調査終了の 29 週目には 4.90 

(1.65) μg/g まで減少した。一方、対照群の毛

髪中総水銀濃度は常に 2.0 μg/g 程度を維持し、

有意な変動は認められなかった。  

3-3．心拍変動パラメータの変化  
実験群において、15 週目の CCVLF、LF/HF 

ratio、%LF がベースライン時に比べて有意に

上昇し、15 週目の LF/HF ratio および%LF に

は、2 群間に有意差が認められた（図 2）。  

 

図 2 LF/HF ratio (a)および%LF (b)の  

経時的変化  
注 1：●は実験群（n=27）、△は対照群（n=27）を示す  
注 2：Student’s t-test (* p<0.05) 

 

ベースライン時から 15 週目までの変化量

については、CCVLF においてのみ 2 群間に有

意差が認められ、実験群の変化量が対照群の

変化量に比べて有意に大きかった（p<0.05）。

なお、15 週目に上昇した実験群の CCVLF、

LF/HF ratio、%LF は、29 週目にはもとのレベ

ルに戻っていた。血漿中 DHA+EPA 濃度は、

実 験 群 に お い て 徐 々 に 減 少 し て い っ た

（p<0.05）。対照群においては、HRV パラメ

ータおよび血漿中 DHA+EPA 濃度、毛髪中総

水銀濃度の全てにおいて有意な変化は認めら

れなかった。  
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15 週目における性、年齢、BMI、血漿中

DHA+EPA で補正した CCVLF と毛髪中総水銀

濃度との関係を図 3 に示す。CCVLF と毛髪中

総水銀濃度の間に有意な正の関連性が認めら

れた。この関係は 15 週目の測定値においての

み認められ、ベースライン時および 29 週目の

測定値においては認められなかった。  
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図 3 15 週目における CCVLF（性、年齢、BMI、

血漿中 DHA+EPA で補正）と毛髪中総水銀濃

度との関係（n=54）  
注 1：●は実験群  (n=27)、△は対照群  (n=27) を示す  
注 2：Y = 2.16 + 0.087 X (β=0.105, p<0.05) 
 

4．考察 

実験期間中に対象者の体調不良や体重減少、

また、血液生化学マーカーや血算値に異常は

認められず、本負荷実験が安全に遂行できた

ことが確認された。  
本研究において、14 週間の PTWI を限度と

したメチル水銀の負荷後、HRV パラメータの

CCVLF，LF/HF ratio，%LF が上昇した。これ

らのパラメータの変化は、いずれも交感神経

活動の上昇を意味する。交感神経活動の上昇

は、精神的ストレスの負荷がかかった状態に

おいてもみられるが、その場合は心拍数や血

圧も同時に上昇する  。しかし、本研究におい

ては心拍数と血圧に変動は認められず、この

現象に精神的ストレスの関与はなかったと考

えられる。LF/HF ratio および  %LF は、交感

－副交感神経活動のバランスを反映し、副交

感神経活動の減少または交感神経活動の上昇

によって変化する  。したがって、本研究では、

交感神経活動の上昇による交感神経優位の状

態が引き起こされたと考えられる。また、魚

に含まれる n-3PUFA の循環器疾患を防ぐ効

果 が 報 告 さ れ て い る こ と か ら 、 血 漿 中

DHA+EPA 濃度も観察し、交絡因子として解

析に加えたが、水銀レベルの上昇と交感神経

活動上昇の関係は変わらなかった。しかしな

がら、本研究では魚を摂取しているにもかか

わらず、実験群の血漿中 DHA+EPA 濃度が減

少しており、HRV と n-3PUFA の関係を解析

するには、n-3PUFA の摂取量も統制した新た

な介入研究が必要と考えられた。  

本研究で観察されたメチル水銀負荷後の交

感神経優位の状態は、29 週目にはもとの状態

に戻っており、メチル水銀の影響が可逆的な

現象であったことが示された。しかしながら、

ばく露が長期間に及んだ場合も、このような

可逆的な現象であるかは明らかではない。こ

のようなメチル水銀の低濃度ばく露が、ただ

ちに健康リスクを与えるかについては定かで

ない。しかし、少なくとも、許容値レベルで

もメチル水銀の継続的なばく露が心臓性自律

神経活動のバランスに影響を与えることが示

された。今後、低濃度メチル水銀ばく露によ

る心血管系への健康リスクを明らかにするた

めの更なる検討が必要と考えられた。  

 
引用文献  
1) Salonen JT et al. Intake of mercury from fish, lipid 

peroxidation, and the risk of myocardial infarction and 
coronary, cardiovascular, and any death in eastern Finnish 
men. Circulation 1995; 91: 645-655. 

2) Guallar E et al. Mercury, fish oils, and the risk of 
myocardial infarction. N Engl J Med 2002; 347: 
1747-1754. 

3) Yoshizawa K et al. Mercury and the risk of coronary heart 
disease in men. N Engl J Med 2002; 347: 1755-1760. 
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発表 8 
 

 

 

 

周産期におけるメチル水銀ばく露が生後 7 ヶ月および 18 ヶ月の発達におよぼす影響 

―沿岸都市に住む母子を対象に― 
 
◯龍田 希、仲井邦彦（東北大学･院･医･発達環境医学）、村田勝敬（秋田大学･院･医･環境保健学）、

岩井美幸（東北大学･院･医･環境保健医学、同･薬･生体防御薬学）、柳沼 梢（尚絅学院大学･総合

人間科学部･健康栄養学科）、黒川修行（宮城教育大学･教育･保健体育講座）、阿部和眞（東北大学･

院･医･発達環境医学）、佐藤 洋（東北大学･院･医･環境保健医学） 
 

1.背景 

胎児期および新生児期は、中枢神経系が発

達する時期であり、メチル水銀等の化学物質

ばく露に対して感受性が高い。我々は、我が

国におけるメチル水銀ばく露に起因した影響

の有無を明らかにするため、出生コホート調

査 （ Tohoku Study of Child Development, 

TSCD）1)を進めている。メチル水銀の主な摂

取経路は魚介類の摂取によるものと考えられ

ることから、TSCD では中核都市および魚介類

摂取量が多い沿岸部の都市にて 2002 年 12 月

から 2006 年 3月の間に 749組の母子を登録し

た。 

昨年度の本ミーティングでは、沿岸都市で

登録された母子を対象とし、胎児期および新

生児期におけるメチル水銀ばく露が生後 3 日

目に実施した新生児行動評価におよぼす影響

について報告した。本報告では、生後 7 ヶ月

および 18 ヶ月に実施した発達検査におよぼ

す影響を調べる。また、セレンおよび DHA な

どの栄養学的因子にも配慮する。 

 

2.方法 

2-1.対象者 

TSCD のうち、沿岸都市で登録された母子を

対象として出生児が生後 7ヶ月および 18ヶ月

に調査を実施した。 

2-2.調査内容 

発達指標として、生後 7 ヶ月および 18 ヶ月

に Kyoto Scale of Psychological 

Development 2001 （ KSPD ） お よ び Bayley 

Scales of Infant Development second 

edition (BSID)をそれぞれ実施した。KSPD は

国内で標準化された発達検査であり、認知–

適応（C-A）、言語-社会（L-S）、姿勢-運動（P-M）

と総合的な発達指数（DQ）が算出される。BSID

は、海外の疫学研究で多用されている発達検

査法だが、国内では標準化されていない。

Mental Developmental Index （ MDI ） と

Psychomotor Developmental Index（PDI）の

2 指標から構成される。 

2-3.生体試料 

臍帯血を出産時に、母体血を出産直後の朝

食前に採取した。臍帯血全血の総水銀は還元

気化原子吸光光度法、臍帯血血漿のセレンは

Watkinson 法、母体血血漿 DHA は GC 法でそれ

ぞれ測定を行った。 

2-4.交絡要因 

出生時体重、在胎週数などの情報を収集し

た。育児環境を評価するため、安梅が開発し

た育児環境評価を使用した。母親の推理能力

を調べるため、Raven’s Standard Progressive 

Matrices を実施した。 

2-5.統計学的解析 

ばく露指標については、対数変換後の値を

解析に使用した。ばく露指標と発達指標との

関連性は Pearson の積率相関係数および重回

帰分析（強制投入法）より解析した。統計処

理には、SPSS version 19.0 を使用し、統計

学的有意水準は 5％とした。 

なお、本研究は東北大学大学院医学系研究

科倫理委員会に研究計画を提出し、承認を得
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て実施した。 

 

3.結果 

対象母子の基本属性および発達検査の得点

を表 1、ばく露レベルを表 2 に示す。 

 

表 1 対象母子の基本属性 

n 平均値 標準偏差 %

在胎週数（週） 702 39.7 1.2

出生時体重（g） 702 3144 356.6

子どもの性別（％   男児） 702 50.9

出産時の母親年齢 702 29.5 4.9

出生順位（％   第一子以降） 702 58.8

妊娠中の飲酒の有無（％   有）699 16.4

妊娠中の喫煙の有無（％   有）699 12.4

育児環境評価の得点 581 26.6 3.8

Ravenの得点 622 50.0 5.9

7ヶ月時の調査結果

KSPD

C-A 615 106.1 7.8

L-S 615 85.1 11.4

P-M 615 96.4 12.4

DQ 615 101.5 7.1

BSID-II

MDI 615 92.3 5.4

PDI 615 80.3 9.4

KSPD

C-A 572 95.5 10.2

L-S 572 96.9 11.3

P-M 572 85.2 12.8

DQ 572 93.7 8.5

BSID-II

MDI 572 87.1 10.4

PDI 572 84.6 10.3

18ヶ月時の調査結果

18ヶ月検査時平均月齢18.0、標準偏差0.2

7ヶ月検査時平均月齢7.0、標準偏差0.2

 
 

表 2 ばく露レベル 

n 中央値 5％ile 95%ile

臍帯血総水銀（ng/g） 692 15.7 5.5 31.0

臍帯血セレン（ng/g） 702 66.3 51.0 80.0

母体血DHA（mg/ml） 702 169.0 101.1 236.6  

 

3-1. 7 ヶ月の発達指標とばく露指標 

生後 7 ヶ月の調査では 615 組を解析対象と

した（表 1）。発達検査の得点とばく露指標と

の関連性を単相関分析により検討した結果、

臍帯血総水銀と KSPDの L-Sおよび BSIDの MDI

との間に有意な正の関連性が示された。臍帯

血セレンは、KSPD の P-M、DQ および BSID の

PDI と正の関連性が認められた。一方、母体

血 DHA について関連性は観察されなかった

（表 3）。 

次に、KSPD の L-S および BSID の MDI をそ

れぞれ従属変数、ばく露指標および交絡因子

を独立変数とした重回帰分析を実施した（表

4）。KSPD の L-S（p=0.001）および BSID の MDI

（p=0.029）は交絡要因の影響を調整しても臍

帯血総水銀との間に有意な正の関連を示した。

一方で、臍帯血セレンと関連性がみられた発

達指標は、重回帰分析では有意な関連性は消

失した。 

3-2. 18 ヶ月の発達指標とばく露指標 

生後 18ヶ月の調査では 572組を解析対象と

した（表 1）。発達検査の得点とばく露指標と

の関連性を単相関分析により検討した結果、

臍帯血総水銀と BSIDの PDIとの間に有意な負

の関連性が示された（p=0.020）。一方、臍帯

血セレンおよび母体血 DHA については、有意

な関連性は観察されなかった（表 5）。 

次に、BSID の PDI を従属変数、ばく露指標

および交絡因子を独立変数とした重回帰分析

を実施した（表 6）。臍帯血総水銀は、交絡要

因の影響を調整しても BSIDの PDIとの間に有

意な負の関連を示した（p=0.008）。PDI は子

どもの性別と関連性がみられたため、子ども

の性別で層別して解析を行った。その結果、

男児において、臍帯血総水銀と BSID の PDI

との間に負の関連性が認められた（p=0.004）。 

 

表 3 生後 7 ヶ月の発達指標とばく露指標（単

相関） 

臍帯血総水銀（ng/g） 0.020 0.148 ** 0.016 0.046 0.103 * 0.059

臍帯血セレン（ng/g） 0.065 0.000 0.109 ** 0.097 * 0.022 0.084 *

母体血DHA（mg/ml） 0.010 0.058 -0.068 -0.023 0.059 -0.022

Pearson's   rを示す．

*   p＜0.05、**   p＜0.01

KSPD BSID-II

PDIMDIDQP-ML-SC-A
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表 4 生後 7 ヶ月時のばく露指標と発達指標

（重回帰） 

Adjusted   R
2 0.050 ** 0.087 **

臍帯血総水銀（ng/g） 0.156 ** 0.100 *

臍帯血セレン（ng/g） -0.020 0.060

母体血DHA（mg/ml） 0.015 0.029

KSPDのL-S BSID-IIのMDI

共変量として、在胎週数、出生時体重、子どもの性
別、出産時の母親年齢、出生順位、妊娠中の飲酒の有
無、妊娠中の喫煙の有無、育児環境評価の得点、Raven
の得点、検査時の月齢、テスター

*   p＜0.05、**   p＜0.01

標準化βを示す．

 

 

表 5 生後 18ヶ月の発達指標とばく露指標（単

相関） 

C-A L-S P-M DQ MDI

臍帯血総水銀（ng/g） 0.023 0.032 0.009 0.030 -0.053 -0.098 *

臍帯血セレン（ng/g） 0.001 0.017 0.032 0.014 0.053 0.020

母体血DHA（mg/ml） 0.042 -0.010 0.018 0.040 0.011 0.007

Pearson's   rを示す．

*   p＜0.05、**   p＜0.01

KSPD BSID-II

PDI

 

 

表 6 生後 18 ヶ月時のばく露指標と発達指標

（重回帰） 

Adjusted   R
2 0.055 ** 0.076 0.065

臍帯血総水銀（ng/g） -0.123 ** -0.201 ** -0.043

臍帯血セレン（ng/g） 0.025 0.035 0.015

母体血DHA（mg/ml） 0.050 0.112 0.000

*   p＜0.05、**   p＜0.01

標準化βを示す．

共変量として、在胎週数、出生時体重、子どもの性別、出産時の母親
年齢、出生順位、妊娠中の飲酒の有無、妊娠中の喫煙の有無、育児環
境評価の得点、Ravenの得点、検査時の月齢、テスター

全対象児 男児 女児

 

4.考察 

メチル水銀の影響としては生後 7 ヶ月で正

の影響、生後 18 ヶ月では男児でのみ負の影響

が観察され、矛盾する結果となった。この矛

盾について理由は定かではないが、海外の先

行研究に、男児にのみ負の影響が示された研

究 2,3)もあり、その点では一致する見解が得

られた。臍帯血セレンはメチル水銀の毒性を

軽減する働きがあるとされるが、共変量の取

り扱いで結果に一貫性が認められなかった。

DHA は胎児の脳の発達に関与することが知ら

れるが、本研究ではその影響は確認できなか

った。 

なお、中核都市で実施した調査では、メチ

ル水銀の影響は生後 7ヶ月でも 18ヶ月でも観

察されておらず、沿岸都市とは異なる結果で

あった。沿岸都市は中核都市に比べてメチル

水銀へのばく露レベルが高いことが原因の一

つと考えられた（臍帯血総水銀の中央値：中

核都市 10.0 ng/g、沿岸都市 15.9 ng/g）。 

今後も子どもの発達を追跡し、メチル水銀

ばく露の健康リスクを明らかにすることが必

要と考えられた。 
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