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した。メチル水銀で処置したアストロサイト

の培養上清をヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞

に処理すると、SH-SY5Y 細胞のメチル水銀耐

性が上昇した。NGF 受容体である trkA のアン

タゴニスト GW445126、または BDNF 受容体で

ある trkB のアンタゴニスト cycrotraxin-B

で SH-SH5Y 細胞を前処理すると、メチル水銀

耐性の上昇は抑制された。従って、アストロ

サイトはメチル水銀に応答して NGF と BDNF

を合成・放出し、ニューロンをメチル水銀か

ら保護することが明らかとなった。 

 

3-2．NGF と BDNF 転写における Nrf-2 の関与 

CREB、AP-1 は NGF と BDNF の転写にはたら

く代表的な転写因子であり、Nrf-2 はメチル

水銀により活性化することがよく知られてい

る転写因子である。そこで、アストロサイト

に転写因子 AP-1、CREB および Nrf-2 の結合領

域をもつルシフェラーゼベクターを導入し、

メチル水銀で刺激したところ、Nrf-2 の活性

化が認められた。しかし、in silico で NGF

と BDNF のプロモーター解析を行ったところ、

NGF と BDNF の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に

antioxidant response element（ARE）は認め

られなかった。従って、メチル水銀により活

性化された Nrf-2は NGFと BDNFの転写に関与

するものの、NGF と BDNF は Nrf-2 の直接のタ

ーゲットではないと考えられる。 

 

3-3．メチル水銀に応答し NGF と BDNF を活性

化する転写因子の同定 

ラット NGF と BDNF のプロモーター領域を

クローニングし、ルシフェラーゼアッセイを

行ったところ、メチル水銀により NGF プロモ

ーターの 0 から-200bp 領域、BDNF プロモータ

ーの-500 から-1000bp 領域が活性化すること

が明らかとなった。さらに、メチル水銀処理

したアストロサイトで活性化する転写因子を

網羅的に解析したところ、PAX ファミリーや

GATA など、複数の転写因子がメチル水銀によ

り活性化することが明らかとなった（Fig.2）

6。そこで、メチル水銀により活性化するプロ

モ ー タ ー 領 域 に 結 合 し 得 る 転 写 因 子 を

TFBIND ソフトウェアにより抽出し、さらに、

網羅的解析結果と併せることにより、メチル

水銀により活性化し、NGF と BDNF の転写に働

く因子を SP-1、E2F、GATA-1 の 3 種まで絞り

込むことができた。 

アストロサイトを SP-1、E2F、GATA-1 それ

ぞれの阻害薬である WP631、 HLM006474、

K-7174 で前処置した後 MeHg で処置すると、

WP631 は BDNF と NGF の発現を大きく抑制した

一方、他 2 つの阻害薬は NGF と BDNF の発現に

影響しなかった。従って、SP-1 がメチル水銀

に応答してNGFと BDNFの転写を活性化してい

ると考えられる。 

 
Fig.2. Protein/DNA array による転写因子の

網羅的解析 

 

3-4．SP-1 を活性化するシグナル伝達に関す

る考察 

Nrf-2 の下流でヘムオキシゲナーゼ -1

（HO-1）が転写活性化することが知られてい
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る。HO-1 は、ヘムをビリベルジン、一酸化炭

素と遊離鉄に分解する酵素であるが、一酸化

炭素はp38の活性化を介してSP-1をリン酸化

することによって SP-1 による転写を活性化

することが報告されている 7。そこで、NGF と

BDNF 転写活性化における HO-1、ビリベルジン

代謝物ビリルビン、一酸化炭素の関与を調べ

た。 

アストロサイトをメチル水銀で刺激する

と HO-1 mRNA 量とタンパク質量が増加した。

HO-1 阻害薬である ZnPP は、NGF と BDNF の転

写を大きく抑制した。また、一酸化炭素生成

薬である CORM-2 やビリルビンでアストロサ

イトを処置すると、いずれも NGF と BDNF の発

現を上昇させた。従って、メチル水銀による

BDNF と NGF の転写活性化には、HO-1 の下流で

産生する一酸化炭素やビリルビンが関与する

ことが示唆される。 

 

 

Fig.3. メチル水銀に対するアストロサイト

適応応答の推定作用機序 

 

4．結論 

メチル水銀に応答したアストロサイトは

NGF と BDNF を産生・放出し、メチル水銀から

ニューロンを保護する。アストロサイトにお

いて、メチル水銀は Nrf-2、HO-1、一酸化炭

素を介したシグナル伝達系を活性化すると考

えられる（Fig.3）。また、このシグナル伝達

系の最下流では転写因子 SP-1 が活性化し、

NGF と BDNF の転写を促進する（Fig.3）。以上

の知見は、メチル水銀の神経毒性を考える上

で、アストロサイト活性の重要性を提示して

いる。 
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水俣病における小脳障害の病理仮説-炎症仮説-の分子メカニズム 

―Jurkat 細胞においてメチル水銀により活性化されるパーフォリン／グランザイム B 経路― 

 

○金 純子，吉田 映子，鍜冶 利幸（東京理大） 

 

1. 目的 

水俣病の原因物質となったメチル水銀は，

ハンター・ラッセル症候群と呼ばれる中枢神

経障害を主徴とした毒性を発現することが知

られている，一方，水俣病患者の病理におい

て未解決となっている主要な問題として以下

の２つが挙げられる。 

第一に，大脳組織における病変部位の限局

性である。水俣病患者の大脳の組織傷害は，

大脳皮質の深い脳溝周辺組織に限局しており，

傷害部位に依存して感覚障害，聴力障害，視

野狭窄など特徴的な神経症状が観察される。

このメチル水銀による部位特異的な大脳傷害

の発生のメカニズムとして，衛藤らにより“浮

腫仮説”が提唱されている 1)。これは，メチ

ル水銀曝露の初期段階において脳浮腫が形成

されることで，深い脳溝周辺組織が特に強く

圧迫され，その結果生じる組織循環障害によ

り神経の脆弱化が引き起されるというもので

ある。 

第二に，小脳において小脳性運動失調の原

因とされる顆粒細胞層への特異的な傷害が発

生していることである。小脳においてもメチ

ル水銀中毒の初期段階において大脳と同様に

浮腫形成が認められるが，小脳顆粒細胞層へ

の部位特異的な傷害を“浮腫仮説”だけでは

十分に説明することは難しい。しかしながら，

それに変わる病理仮説も存在していない。メ

チル水銀による小脳傷害について，これまで

の観点は，小脳組織を構成する顆粒細胞，プ

ルキンエ細胞およびグリア細胞のメチル水銀

への感受性の差から顆粒細胞特異的な毒性の

発現を説明するものが多く，その感受性につ

いてのみ議論の焦点が当てられていた。しか

しながら，そのような感受性の差はメチル水

銀の神経細胞に対する直接的な作用の理解に

は重要であるが，小脳顆粒細胞の急速で大規

模な傷害の発現メカニズムを合理的に理解す

るには難しい。 

当研究室では，メチル水銀投与により後肢

交叉（典型的な中毒症状）が誘発されたラッ

トの小脳を用いて，病理組織学的な検討を行

った。メチル水銀中毒ラットの小脳において

脱髄鞘やグリオーシスは認められなかったが，

メチル水銀投与後 21 日目以降の顆粒細胞層

において萎縮性の退行性変化が顕著に観察さ

れた。しかしながら，プルキンエ細胞層や分

子層では，このような萎縮性の退行性は認め

られなかった。さらに，この小脳顆粒細胞の

退行性変化がアポトーシスに起因することが

示された。また，このとき細胞傷害性 T リン

パ球およびマクロファージが小脳顆粒細胞層

に浸潤しており，IL-2 や TGF-βなどの炎症

性サイトカインの発現が上昇していることが

明らかになった。これらの結果は，メチル水

銀曝露の初期段階で生じた顆粒細胞傷害が引

き金となり，細胞傷害性 T リンパ球やマクロ

ファージが小脳顆粒細胞層に浸潤した結果，

放出された炎症性サイトカインにより顆粒細

胞に急速かつ大規模なアポトーシスを誘発す

る可能性を示唆している。このような炎症性

変化を我々は“炎症仮説”として提唱してい

る。 

細胞傷害性 T リンパ球は PI3K-Akt 経路を

介し，Perforin および GranzymeB が分泌さ

れることで標的細胞のアポトーシスを誘発す

ることが知られている 2, 3)。したがって，メ

チル水銀により Perforin-GranzymeB 経路が
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活性化されたことにより，小脳顆粒細胞のア

ポトーシスが誘発される。そこで，本研究の

目的は推測されるため，メチル水銀による細

胞傷害性 T リンパ球の Perforin-GranzymeB

経路の活性化，およびそのメカニズムを解明

することである。 

 

2. 実験方法 

T リンパ球のモデルとしてヒト T リンパ球

白血病株 Jurkat E6.1 細胞を用いた。メチル

水銀による Perforin および GranzymeB の培

地中への蓄積量は ELISA 法にて定量した。

また，メチル水銀による Perforin および

GranzymeB 遺 伝 子 の 発 現 は Real-time 

RT-PCR 法を用いて解析した。さらに，メチ

ル水銀による EGFR，Akt，ERK1/2，p38 

MAPK および JNK のリン酸化は Western 

blot 法，細胞内 PTP1B の酵素活性測定は

PTP1B の EIA kit を用いて測定した。また，

各阻害剤については EGFR阻害剤 PD153035，

PI3K 阻害剤 LY294002，ERK1/2 阻害剤

U0126，p38 MAPK 阻害剤 SB203580 および

JNK 阻害剤 SP600125 を用いた。 

 

3. 結果 

メチル水銀に曝露した Jurkat 細胞におい

て，5 μM のメチル水銀により Perforin タン

パク質の培地への蓄積量は増加したが，メチ

ル水銀による Perforin mRNA の発現上昇は

認めらなかった。また，GranzymeB タンパ

ク質はメチル水銀の曝露濃度依存的に培地へ

の蓄積量が顕著に増加した。これと相関し，

GranzymeB mRNA についてもメチル水銀に

よる顕著な発現上昇が認められた。このこと

から， Jurkat 細胞においてメチル水銀が

Perforin-GranzymeB 経路，特に GranzymeB

を顕著に発現上昇し，本経路が活性化される

ことが示された。 

Perforin-GranzymeB 経路の活性化は T 細

胞受容体を介した PI3K/Akt シグナルが関与

す る こ と か ら ， メ チ ル 水 銀 に よ る

Perforin-GranzymeB 経路の活性化に対する

PI3K/Akt 経路の関与を検討した結果，メチ

ル水銀により経時的な Akt の活性化が認めら

れたものの，PI3K 阻害剤を処理してもメチ

ル水銀による培地中への Perforin および

GranzymeB タンパク質の蓄積量，さらに

GranzymeB mRNA の発現上昇に影響しなか

った。 

一方，Jurkat 細胞にメチル水銀を曝露する

と，メチル水銀の曝露濃度および時間依存的

な ERK1/2，p38 MAPK および JNK の活性

化が認められた。これらシグナルの活性化が

メチル水銀による Perforin-GranzymeB 経路

の活性化に関与するか検討したところ，メチ

ル水銀による Perforin および Granzyme B

タンパク質の分泌は ERK1/2，p38 MAPK お

よび JNK 阻害剤により抑制された。しかし

な が ら ， Granzyme B mRNA の 誘 導 は

ERK1/2 および p38 MAPK 阻害剤により抑制

されたが，JNK 阻害剤による影響は認められ

なかった。 

MAPK を活性化し得る受容体 EGFR は，

チロシンホスファターゼ PTP1B によりその

活性化が負に制御されている。PTP1B は

1,2-Naphthoquinone などの求電子性物質に

より阻害されること，それにより EGFR が活

性化することが報告されている 4, 5)ことから，

Jurkat 細胞においても EGFR/PTP1B 経路は

メチル水銀の作用点となり得ると考えられる。 

Jurkat 細胞において，メチル水銀による

EGFR の活性化と細胞内 PTP1B の酵素活性

について検討したところ，メチル水銀による

経時的な EGFR の活性化が認められ，事実，

EGFR 阻害剤はメチル水銀による培地中への

Peforin および GranzymeB タンパク質の蓄
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積増加や GranzymeB mRNA の発現誘導を

抑制した。このとき，Jurkat 細胞における細

胞内 PTP1B 活性はメチル水銀の濃度依存的

に阻害された。 

さらに，EGFR と MAPK 経路の相互関係

について検討した結果，EGFR 阻害剤はメチ

ル水銀による ERK1/2 および p38 MAPK の

活性化を抑制したが，JNK の活性化には影響

しなかった。 

 

4. 考察 

以上の結果より，第一に，Jurkat 細胞にお

いて，メチル水銀は Perforin-GranzymeB 経

路を活性化することが示された。特に，

Perforin タンパク質の分泌の増加は転写後の

異常によるのに対し，GranzymeB の発現上

昇は遺伝子レベルで誘導されることが示唆さ

れた。第二に，Jurkat 細胞におけるメチル水

銀による Perforin-GranzymeB 経路の活性化

の制御機構は，従来の PI3K/Akt 経路という

より，EGFR/MAPK 経路によって介在される

ことが示された。特に，Perforin 分泌は，メ

チル水銀による EGFR の活性化とその下流

である全ての MAPK の活性化が関与するこ

とが明らかとなった。一方，GranzymeB は

メチル水銀が EGFR/ERK および p38 MAPK

経路を活性化することで，遺伝子レベルから

発現上昇し，タンパク質の分泌に一部 JNK

の活性化が関与していることが明らかとなっ

た。さらに，これは求電子性を有するメチル

水銀の PTP1B への化学修飾を介した酵素活

性 阻 害 を 起 点 と し ， メ チ ル 水 銀 に よ る

EGFR/MAPK シグナルの活性化を介して，

Perforin-GranzymeB 経路の活性化に伴う細

胞傷害を惹起することが示唆された。 

本研究成果より，小脳顆粒細胞層に浸潤し

た細胞傷害性 T リンパ球がメチル水銀に刺激

され EGFR/MAPK シグナルが活性化される

結果，Peforin-GranzymeB 経路を活性化する

ことで顆粒細胞のアポトーシスが増大し，顆

粒細胞層の大規模な炎症性傷害に繋がる可能

性が示唆された。 

水俣病発症のメカニズムについて，従前よ

り中枢神経系におけるメチル水銀の毒性発現

機構に関する研究が盛んに行われてきた。し

かしながら，メチル水銀の中枢神経に対する

感受性の差異だけでは水俣病患者における脳

の局所的な傷害についての分子メカニズムを

説明するには至らなかった。本研究により，

小脳顆粒細胞層における重篤な傷害はメチル

水銀の神経細胞に対する直接的な作用だけで

なく，細胞傷害性 T リンパ球などの炎症性変

化をもたらす細胞が小脳に炎症性変化を引き

起こすことで顆粒細胞層の傷害を拡大し，大

きな影響を与えると示唆された。本研究成果

は，水俣病患者における小脳顆粒細胞特異的

な傷害性の分子メカニズムを理解する上で大

変重要な知見である。 
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システイン代謝酵素によるメチル水銀毒性制御に関する研究 

 

 

○秋山雅博、鵜木隆光、熊谷嘉人（筑波大学医学医療系） 

 

1．これまでの研究背景 

生活環境中には多種多様な反応性の高い

化学物質が存在し、その曝露および摂取によ

る健康リスクが危惧されている。メチル水銀

（MeHg）は環境中親電子物質の一つであり、

分子中に電子密度の低い（親電子性）部位を

有するため、電子密度の高い（求核性）タン

パク質のチオール基（-SH 基）に容易に共有

結合し、付加体を形成する（S-水銀化）。MeHg

曝露量の増加によりタンパク質の S-水銀化

が過剰に行われると、被修飾タンパク質の担

う細胞機能が破綻すると共に、細胞内のレド

ックスバランスが崩れ、これらが MeHg による

毒性発現の主因と考えられている。一方、MeHg

はイオウ含有求核低分子であるグルタチオン

（GSH）により抱合され（フェーズ 2 反応）、

その極性代謝物は多剤耐性関連タンパク質

(MRP)を介して細胞外に排泄（フェーズ 3 反応）

されることにより細胞内の恒常性維持されて

いる。さらに、フェーズ 2 および 3 反応に関

与 す る 遺 伝 子 群 を 統 括 的 に 制 御 す る

NF-E2-related factor 2 （Nrf2）が MeHg の

リスク軽減に重要な役割を担っていることを

我々は報告しており 1、MeHg に対する生体防

御は求核低分子である GSH を主としたフェー

ズ 2 および 3 反応が重要な役割を担っている

事は論を俟たない（図 1）。 

近年、我々は MeHg 曝露ラットおよびマウ

ス臓器中から、MeHg の新規代謝物の一つとし

て MeHg のイオウ付加体であるビス MeHg スル

フィド[(MeHg)2S]を同定し、本代謝物中のイ

オウ原子の由来がシステイン（CysSH）や GSH

に、さらにイオウ原子が付加したシステイン

パースルフィド（CysSSH）やグルタチオンパ

ースルフィド（GSSH）などの活性イオウ分子

であることを報告した 2,3。親電子性を有さな

い(MeHg)2S は、MeHg よりも遥かに毒性が低い

ことから、活性イオウ分子は MeHg の不活性化

に関与する因子と考えられた（図 1）。 

最近、我々のグループは東北大学・赤池教

授との共同研究により、システイン代謝酵素

である cystathionine γ-lyase (CSE)がシス

チンを基質として CysSSH を産生し、その可動

性イオウ原子が転移した GSSH などの活性イ
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オウ分子の産生に寄与する酵素であることを

発見した 4。さらに、我々はこれまでに CSE

が欠損すると(MeHg)2S は殆ど生成されないこ

とから、個体レベルでの(MeHg)2S 生成に CSE

が重要な役割を演じている事を見出した 2。 

 

2．作業仮説と先行研究成果 

CSE は低い基質特異性を有する酵素として

知られ、シスタチオニンを基質とする際は

CysSH を産生し、シスチンを基質とした際は

CysSSH を産生する。CysSH は GSH 合成の律速

アミノ酸であることから、CSE によるシステ

イン代謝は生体内でのGSHおよびCysSSHを介

した活性イオウ分子の産生に重要であること

が想定された。また、先行研究において、CSE

欠損マウスが MeHg 曝露に対し、野生型に比べ

高い感受性を示すことを見出した。 

これらの知見は、CSE による CysSH、GSH お

よびそれに係る活性イオウ分子の産生が、

(MeHg)2S や MeHg-SG の解毒代謝物形成を介し

て、MeHg 曝露に対して保護的役割を果たして

いることを示唆した。以上より、CSE を介し

たシステイン代謝が生体内の活性イオウ分子

を含むイオウ含有求核低分子量の維持に重要

な役割を有し、その生体内量が MeHg 毒性防御

制御における重要な要因であるという作業仮

説を立てた。 

 

3．研究成果 

親電子プローブを用いた LC-MS による安定

同位体希釈法にて、野生型および CSE 欠損マ

ウスの肝臓、腎臓、小脳での活性イオウ分子

を含むイオウ含有求核低分子量を測定した。

その結果、CSE 欠損により肝臓や腎臓では

CysSH や GSH 量の減少と共に、それぞれの活

性イオウ分子である CysSSH や GSSH 量の低下

が見られた。しかし、小脳では野生型と CSE

欠損マウス間でのイオウ含硫求核低分子量に

殆ど差は見られなかった。これらの結果から、

CSE を介したシステイン代謝は、少なくとも

肝臓や腎臓における GSH や活性イオウ分子量

の維持に重要な役割を果たしていることが明

らかとなった。 

さらに、裏取り実験を行うために、我々は

CAG プロモーターの下流で CSE を発現させる

トランスジェニックマウス（CSE 高発現マウ

ス）を作製した。得られた CSE 高発現マウス

は各臓器で高い CSE タンパク質量を示した。

ところが、各臓器中の CysSH、GSH、CysSSH

および GSSH 量は、野生型のそれらと比べて殆

ど変化は見られず、血漿中 CysSSHおよび GSSH

量のみ有意に高値を示した。このことは、臓

器中の CSE 高発現によって過剰に産生した活

性イオウ分子が血漿中に排泄される可能性を

示唆している。そこで、マウス初代肝細胞の

イオウ含有求核低分子の細胞内濃度を経時的

に調べた結果、CSE 高発現の CysSH、GSH、

CysSSH および GSSH 量は野生型のそれらと比

べ大差ないものの、CysSSH および GSSH の細

胞外（培地中）濃度は顕著に増加していた。

また、当初予想された活性イオウ分子量の増

加に伴う還元ストレスも観察されなかった。 

 

4．考察および今後の展望 

CSEの発現レベルは肝臓および腎臓では高

いが、脳では低いことが報告されている5。活

性イオウ分子産生酵素として、CSEの他に

cystathionine β -synthase や

3-mercaptopyruvate sulfurtransferaseが知

られており、中枢神経系に豊富であることが

報告されている6-8。これらのことから、野生

型マウスと比較してCSE欠損マウスでは肝臓

および腎臓における活性イオウ分子量は低値

を示し、脳内の活性イオウ分子量の大幅な変

動はみられないことが推測された。この仮説

と一致して、CSE欠損が肝臓および腎臓におけ
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る活性イオウ分子量を低下させるのに対して、

小脳における活性イオウ分子量の有為な低下

は認められなかった。 

本研究において、CSEの欠損はCysSHの生体

内レベルの低下に伴い、GSH、CysSSHおよび

GSSHの産生もすることが示唆された。このよ

うなイオウ含有求核低分子の減少がMeHg-SG

付加体および(MeHg)2S産生低下を生じて、

MeHg曝露に対する感受性を上昇させる一因で

あることが考えられた。 

マウスにCSEを高発現すると、CSEタンパク

質レベルは何れの臓器においても顕著な増加

が見られるにも係わらず、臓器中活性イオウ

分子濃度は野生型のそれと同様に保たれてお

り、代わりに血漿中活性イオウ分子濃度は増

加することが明らかとなった。さらにマウス

初代肝細胞を用いた検討より、当該細胞内活

性イオウ分子濃度が野生型とCSE高発現で殆

ど変わらない理由が、余剰に産生された活性

イオウ分子を細胞外に効率よく排泄するシス

テムが存在し、それにより細胞内濃度が厳密

に保たれていることが示唆された。活性イオ

ウ分子は、その高い求核性・抗酸化性から細

胞内に高濃度蓄積するとレドックスバランス

が還元よりに傾き、毒性を示す可能性がある。

そのため、生体（細胞）は余剰なRSSによる細

胞内の還元ストレスを回避するために、細胞

外へと積極的に放出するシステムを有してい

ることが考えられる。 

今後の展望として、活性イオウ分子の細胞

内濃度を厳密に制御し、還元ストレスの回避

に 係 る 輸 送 シ ス テ ム （ REactive Sulfur 

Species Efflux Transporter, RESSET）の実

態を明らかにし、そのMeHg毒性防御における

活性イオウ分子の役割をさらに検討する予定

である。 
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