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メチル水銀によるTNF受容体3を介した脳神経細胞死誘導機構 

 

主任研究者 黄 基旭（東北大学大学院薬学研究科准教授） 

 

研究要旨 

 これまで我々は、メチル水銀によって転写関連因子tmRT1を介して発現誘導されたオンコ

スタチンM（OSM: IL-6分子種の一員）が、細胞外に放出された後にTNF受容体3（TNFR3）

結合することで細胞死を誘導する可能性を示してきた。また、メチル水銀がマウス脳内のミ

クログリアにおいてOSMの発現を誘導することや、TNFR3中和抗体のマウスの脳室内また

は脳組織スライスへの添加がメチル水銀による神経細胞死を抑制することを見出している。

そこで本年度では、ミクログリアにおけるメチル水銀によるOSMの発現誘導機構、メチル

水銀による脳神経損傷におけるOSMとTNFR3の関係、および、メチル水銀によるTNFR3経

路を介した神経細胞死誘導機構について検討した。 

 tmRT1欠損マウスから調製した初代ミクログリアをメチル水銀で処理した結果、OSMの発

現誘導が一部低下したことから、ミクログリアでのOSMの発現誘導にはtmRT1に加えて他の

転写因子も関与する可能性が示唆された。そこで、siRNAを用いた遺伝子ノックダウンによ

り、STAT3がメチル水銀によるOSMの発現誘導に関与することを見出した。このSTAT3はメ

チル水銀によって活性化されることが初代ミクログリアおよびマウス脳組織スライスにお

いて認められた。また、tmRT1はメチル水銀によってOSMプロモーター上に存在するSTAT3

結合配列の近辺にリクルートされることが示唆された。以上のことから、メチル水銀はミク

ログリアにおいてtmRT1およびSTAT3を活性化させることによってOSMの発現を誘導する

ことが示唆された。また、TNFR3に対するin situ hybridizationを行った結果、TNFR3はメチル

水銀による神経損傷が認められる大脳皮質や線条体付近の神経細胞で発現している可能性

が示唆された。さらに、マウス大脳皮質スライスにOSMまたはTNFR3に対する中和抗体を

添加したところ、メチル水銀によるシナプスマーカー蛋白質の減少がそれぞれ抑制され、

OSMおよびTNFR3両方の中和抗体を添加しても単一抗体添加以上の抑制作用は認められな

かった。このことは、ミクログリアから放出されたOSMがTNFR3に結合することによって

神経細胞死を惹起する可能性を示唆している。TNFR3の細胞内ドメインに結合してシグナ

ル伝達に関わる因子としてTRAF2、TRAF3およびTRAF5が知られている。これらの因子を

それぞれ発現抑制したところ、TRAF2またはTNFR5の発現抑制細胞はメチル水銀耐性を示

したが、両発現抑制細胞においてもTNFR3発現抑制によるメチル水銀耐性獲得が認められ

た。そこで、TNFR3に結合してメチル水銀による細胞死に関わる未知因子を同定するために

免疫沈降および二次元電気泳動を行ったところ、TNFR3に結合することで細胞死誘導に関

わる候補蛋白質が多数同定されており、それらのメチル水銀毒性発現への関与について検

討中である。 

 以上のことから、メチル水銀は脳内ミクログリアでのtmRT1およびSTAT3の活性化を介し
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てOSM産生を促進し、細胞外に放出されたOSMが神経細胞膜上のTNFR3に結合することで

未知のシグナル伝達系を介した細胞死を誘導していると考えられる。 

 

キーワード：メチル水銀、オンコスタチンM（OSM）、TNFR3、神経細胞、ミクログリア 

研究者協力者   

外山喬士（東北大学大学院薬学研究科助教） 

 

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。我々はヒト由来培養細胞を用いた網羅的遺伝子

スクリーニングによって、細胞のメチル水銀感受性に影響を与える転写関連因子として

tmRT1を同定した。また、このtmRT1を介してメチル水銀によって発現誘導され、かつメ

チル水銀毒性増強に関わる遺伝子産物としてオンコスタチンM（OSM）も同定した。OSM

はIL-6分子種の一員として造血や免疫、細胞増殖などにおいて重要な役割を果たすサイト

カインである。これまでの培養細胞を用いた検討により、メチル水銀がtmRT1を介して

OSMを発現誘導し、細胞外に放出されたOSMが細胞膜上に存在するTNF受容体3（TNFR3）

に結合することでメチル水銀毒性を増強していることを明らかにしている。また、メチル水

銀はOSMの転写促進およびプロテアソームによる分解抑制の2つの作用を介してOSM蛋白

質レベルを増加させることが示唆されている。さらに、マウス脳内でのメチル水銀による

OSMの発現誘導には主にミクログリアが関与していることが判明し、同様の結果がマウス

脳組織スライス培養系においても得られている。TNFR3中和抗体のマウス脳室内への投与、

または、マウス脳組織スライスへの添加がメチル水銀による神経細胞死を抑制したことか

ら、TNFR3はメチル水銀による脳神経傷害に関与している可能性が強く示唆されている。し

かしながら、メチル水銀によるOSMの発現誘導機構には不明な点が多く、また、TNFR3を

介した神経細胞死誘導機構も未だ不明である。そこで本年度では、（１）ミクログリアにお

けるメチル水銀によるOSMの発現誘導機構、（２）メチル水銀による脳神経損傷における

OSMとTNFR3の関係および（３）メチル水銀によるTNFR3経路を介した神経細胞死誘導機

構について検討した。 

 

Ⅱ 研究方法 

１. マウス初代ミクログリア細胞の調製 

生後 2 日齢のマウス 3 匹を氷冷後、大脳皮質を摘出し、4 mL 0.01％Trypsin 溶液中でピペ

ッティングにより細かく破砕した後、37℃で消化反応を行った。15 分後、10％FBS 含有

DMEM (以下 DMEM と表記する) を 4 mL 添加・懸濁し、1,000 g で 5 分間遠心分離した。

上清を除去した後、10 mL DMEM で懸濁し、再度同様の条件で遠心分離を行った。上清を

除去後、10 mL DMEM に再懸濁し、40 µm cell strainer を通してシングルセルのみを分取し

た。分取した細胞懸濁液を、10 cm dish にまんべんなく広げ培養を開始した。培養開始後 3
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日おきに培地を全量交換し、15 日まで培養を続けた。15 日後、培地で細胞表面を弱くピペ

ッティングすることで剥がれてきた細胞を、1,000 g、5 分間遠心分離し、上清を除去後、沈

殿を 1 mL の DMEM で再懸濁し細胞数の計測を行った。続いて、ポリ-D-リジンでコートさ

れた 12 well plate に 1×105 cells/well/mL となるように細胞を播種し、24 時間後の細胞を初

代ミクログリアとして利用した。 

 

2. マウス由来ミクログリア（BV-2）細胞株において NF-κB、AP-1 または STAT3 のノック

ダウンがメチル水銀による OSM の発現誘導に与える影響 

BV-2細胞は 2.5×105 cells/wellになるように 12-well plateに播種した。24時間培養した後、

Lipofectamine RNAiMAX を用いて NF-κB (RelA)、AP-1 (cJun) および STAT3 に対する siRNA

をそれぞれ導入し、メチル水銀で処理した。培養終了後 Isogen II により RNA を回収し、逆

転写反応後、qPCR により OSM mRNA レベルを検討した。なお、OSM mRNA レベルは各サ

ンプル中の GAPDH mRNA レベルで補正した。 

 

3. C17.2 細胞において TNFR3 および TRAF 分子種のノックダウンがメチル水銀による細胞

死に与える影響 

Lipofectamine RNAiMAX を用いて TNFR3、TRAF2、TRAF3 および TRAF5 に対する siRNA

を導入したマウス由来神経幹細胞（C17.2 細胞）を 1×103 cells/well になるように 96-well plate

に播種した。48 時間培養した後、メチル水銀で 24 時間処理した。培養終了後、alamarBlue

アッセイにより細胞死を評価した。 

 

4. マウス大脳皮質のスライス培養 

 日齢 7 日のマウス（C57BL/6）から全脳を取り出し、実体顕微鏡下で大脳皮質のみを摘出

した。得られた大脳皮質は McILWAIN tissue chopper を用いて 350 µm 幅に切断し、氷上にお

いた dissociation buffer 中で 30 分静置した。その後、大脳皮質スライスを組織培養培地中の

培養用プレートの上で培養した。翌日に培地を交換し、4 日後からメチル水銀で処理した。 

 

5. TNFR3 および OSM に対する中和抗体がメチル水銀による神経細胞の減少に与える影響 

マウス大脳皮質スライスの培養培地中に TNFR3 および OSM 中和抗体（1 µg/ml）を添加

し、さらに、所定濃度のメチル水銀で培養し、その後、4% paraformaldehyde を用いて固定し

た。次に、神経細胞マーカーである NeuN に対する抗体を用いて免疫染色を行った後に、

DAPI（核染色剤）入りの VECTASHIELD mounting medium にて封入し、共焦点レーザー蛍

光顕微鏡（FV-1000）で NeuN 陽性細胞数をカウントした。 

 

6. 川本法による脳組織の免疫染色 

マウス (C57BL/6) から全脳を取り出し、専用の包埋剤 (SCEM) で包埋した後ドライアイ

スで冷却したヘキサン中で凍結した。クライオスタットにて、-18℃で切片支持用粘着フィ
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ルム (Cryofilm type IIC(10)) を脳組織の薄切面に貼り付けた後、脳組織切片を作製した。切

片を 100%エタノールで洗浄し、4% paraformaldehyde または氷冷メタノールで固定した。次

に 0.3% Triton X-100 および 10% Goat serum 含有リン酸バッファーで膜透過処理およびブロ

ッキングを行い、TNFR3 に対する抗体を用いて免疫染色を行った。続いて DAPI 入りの

VECTASHIELD mounting medium にて封入し、共焦点レーザー蛍光顕微鏡（FV-1000）で観

察した。 

 

7. メチル水銀により TNFR3 にリクルートされるエフェクター分子の探索 

HEK293 細胞は 6.0×106 cells/dish になるように 10 cm dish に播種した。24 時間培養した

後、Polyethylenimine を用いて C 末端に V5 タグを付加した TNFR3 を発現させるプラスミド

ベクターを導入した。24 時間培養した後、20 µM のメチル水銀で 6 時間処理した。培養終

了後 Cell-LyEX MP により蛋白質を回収し、抗 V5 タグ抗体ビーズを用いて免疫沈降を行っ

た。次に、V5 タグペプチドにより抗 V5 タグ抗体ビーズから蛋白質を溶出し、TCA/アセト

ンを用いて蛋白質を沈殿させた後、サンプルバッファー (8M Urea、50 mM DTT、2% CHAPS、

0.2% バイオライト (pH3-10)、0.001% BPB) に溶解した。固定化 pH 勾配ストリップゲル 

(pH3-10) で等電点電気泳動を行った後、平衡化バッファーⅠ (6M Urea、2% SDS、0.375M 

Tris-HCl (pH8.8)、2% DTT) および平衡化バッファーⅡ (6M Urea、2% SDS、0.375M Tris-HCl 

(pH8.8)、2.5% ヨードアセトアミド) で平衡化した。その後 12.5% ポリアクリルアミドゲル

で SDS-PAGE を行い、電気泳動終了後のゲルを銀染色法により染色した。 

 

(倫理面への配慮) 

 培養細胞の遺伝子組み換え体を用いた研究は、東北大学遺伝子組換え実験安全専門委員

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。動

物実験についても、東北大学動物実験専門委員会の承認を得て、「東北大学における動物実

験等に関する規程」に従って実施した。 

 

Ⅲ 研究結果と考察 

（１）ミクログリアにおけるメチル水銀によるOSMの発現誘導機構 

上述のように培養細胞を用いた検討により、転写関連因子であるtmRT1がメチル水銀によ

るOSMの発現誘導に関与していることを見出している。そこで、tmRT1欠損マウスから調製

した初代ミクログリアをメチル水銀で処理したところ、メチル水銀によるOSMの発現誘導

が野生型と比較して一部低下した。このことから、ミクログリアにおいてもtmRT1はメチル

水銀によるOSMの発現誘導に関与していることが示唆された。しかし、tmRT1欠損だけでは

メチル水銀によるOSMの発現誘導が完全に抑制されなかったため、他の転写因子の関与も

示唆された。OSMの発現誘導に関わる既知の転写因子としてNF-κB、AP-1およびSTAT3が

知られている。そこで、遺伝子ノックダウンが容易なマウス由来ミクログリア細胞株である
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BV-2細胞を用いて、当該転写因子に対するsiRNA をそれぞれ導入した結果、STAT3の発現

抑制によってメチル水銀によるOSMの発現誘導が低下した。また、BV-2細胞、初代ミクロ

グリアおよびマウス脳組織スライスにおいてメチル水銀によるOSMの発現誘導時にSTAT3

が活性化されていた。さらに、STAT3の活性化に必要な上流のキナーゼであるJAK1の発現

を抑制してもメチル水銀によるOSMの発現誘導が低下した。これらのことから、メチル水

銀はJAK1/STAT3経路を活性化させることでOSMの発現を誘導することが示唆された。また、

OSM遺伝子転写開始点から上流280 ~ 301 bpにSTAT3の結合配列が存在しており、本配列付

近を欠失させることによってメチル水銀によるtmRT1のOSM遺伝子プロモーターへの結合

がほとんど認められなくなった。このことは、メチル水銀によるOSMの発現誘導において

tmRT1およびSTAT3が何らかの形で相互に影響しあう関係にある可能性を示唆するもので

ある。 

 

（２）メチル水銀による脳神経損傷におけるOSMとTNFR3の関係 

 これまでの検討により、メチル水銀投与マウスの脳内において、ミクログリアで合成誘導

された後に細胞外に放出されたOSMがTNFR3の細胞外ドメインに結合することで神経細胞

死を惹起する可能性が示唆されている。そこで、TNFR3に対するin situ hybridazationを行っ

たところ、TNFR3発現陽性細胞が脳全体的に広く分布しており、特にメチル水銀による神経

損傷が認められる大脳皮質や線条体などで多く認められた。また、脳内でTNFR3を発現する

細胞を免疫染色により調べた結果、TNFR3陽性細胞は、少なくともアストロサイトのマーカ

ーであるGFAPおよびミクログリアマーカーであるIba1による染色像とはほとんど重ならな

かった。したがって、脳内でTNFR3を発現する細胞のほとんどが神経細胞であると考えられ

ることから、神経細胞マーカー（NeuN等）による二重染色を行っている。一方、市販され

ている5種のTNFR3抗体を用いて様々な条件下で免疫染色も行っているが、その発現の観察

までには至っていない。次に、OSMに対する中和抗体を用いて、メチル水銀によってミクロ

グリア外に放出されたOSMと神経細胞損傷の関係を調べた。その結果、マウス大脳スライ

スをメチル水銀で処理することによって神経シナプスマーカーであるシナプトフィジンの

レベルが減少したが、この減少はOSM中和抗体の添加によって抑制された。また、TNFR3

中和抗体によってもメチル水銀によるシナプトフィジンのレベルの減少は抑制されたが、

OSMおよびTNFR3の両方の中和抗体を添加してもそれぞれの中和抗体による抑制作用以上

の効果は認められなかった。このことから、ミクログリアから放出されたOSMがTNFR3に

結合することでメチル水銀による神経細胞損傷に関与する可能性が示唆された。 

 

（３）メチル水銀によるTNFR3経路を介した神経細胞死誘導機構 

 上述のように、メチル水銀によって細胞外に放出されたOSMが神経細胞膜上に存在する

TNFR3の細胞外ドメインに結合することで細胞死を誘導する可能性が示唆されている。

TNFR3の既知リガンドであるLIGHTがTNFR3の細胞外ドメインに結合するとその細胞内ド

メインにTRAF分子種（TRAF2、TRAF3、TRAF5）がリクルートされ細胞内にシグナルを伝
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達することで細胞死を誘導することが知られている。そこで、マウス由来神経幹細胞である

C17.2細胞中のTRAF2、TRAF3およびTRAF5の発現をそれぞれ抑制させたところ、TRAF3の

発現抑制細胞は対照細胞と同程度のメチル水銀感受性を示したのに対し、TRAF2または

TRAF5の発現抑制細胞はメチル水銀耐性を示した。しかし、両発現抑制細胞においても

TNFR3発現抑制によるメチル水銀耐性獲得作用が認められた。これらのことから、メチル水

銀によるTNFR3を介した細胞死誘導には少なくともTNFR3にリクルートされる既知の

TRAF分子種が関与することなく他の因子が関与していると考えられる。そこで、メチル水

銀によって活性化されるTNFR3に結合する未知の蛋白質を検索するために、TNFR3のC末端

にV5タグを融合したTNFR3-V5を発現するプラスミドをC17.2細胞に導入した。しかし、本

細胞はその増殖が非常に遅くTNFR3-V5の発現も低かったことから、TNFR3結合蛋白質の検

索にはC17.2細胞と同様にメチル水銀によるTNFR3を介した細胞死が認められるHEK293細

胞を用いることにした。メチル水銀によるOSM発現誘導が認められる20 µMのメチル水銀で

TNFR3-V5発現HEK293細胞を6時間処理し得られた抽出物を用いてV5抗体による免疫沈降

と二次元電気泳動を行ったところ、TNFR3-V5に結合する複数の蛋白質が同定された。今後、

これらの候補因子とTNFR3を介した細胞死との関わりを詳細に検討することで、TNFR3を

介した新規細胞死誘導機構が明らかになると期待される。 

 

IV 結論 

これまでの研究成果を総括すると、メチル水銀は脳内のミクログリアにおいてtmRT1およ

びSTAT3の活性化を介してOSMを発現誘導し、細胞外に放出されたOSMが神経細胞膜上に

存在するTNFR3に結合することで未知経路を介して細胞死を惹起することが示唆された。

これまで得られた研究成果は、メチル水銀による中枢神経傷害に関わる全く新しい分子機

構であり、OSM/TNFR3経路を介したメチル水銀毒性発現機構を詳細に検討することで中枢

神経特異的なメチル水銀毒性発現機構が明らかになると期待される。 

 

V 次年度以降の計画 

上述のように、OSM/TNFR3経路を介したミクログリア/神経細胞のクロストークがメチル

水銀による中枢神経傷害に関わる重要な分子機構である可能性が示唆された。今後、TNFR3

ノックアウトマウスを作製してメチル水銀毒性発現におけるOSM/TNFR3経路の役割を詳

細に検討することでメチル水銀が示す中枢神経傷害に関わる分子機構の解明を目指す。ま

た、TNFR3に結合する蛋白質の中から、メチル水銀によるTNFR3を介した細胞死誘導に関わ

る因子を特定し、その役割を明らかにすることでOSM/TNFR3経路を介した神経細胞死誘導

機構の全容解明を目指す。 
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Abstract  

We recently reported that oncostatin M (OSM), which was induced by methylmercury and bound 

to the extracellular domain of TNF receptor 3 (TNFR3) that leading to cell death. We also found that 

methylmercury induces OSM expression in microglia in the mouse brain. In this study, we examined 

the mechanism involved in methylmercury-induced OSM expression in microglia, the relationship 

between OSM and TNFR3 in neuronal damage caused by methylmercury, and the mechanism 

related to methylmercury-induced neuronal cell death through the TNFR3 pathway. 

Exposure of primary microglia, which prepared from tmRT1-deficient mice, to methylmercury 

partially reduced the induction of OSM expression, suggesting that other transcription factors in 

addition to tmRT1 may be involved in the induction of OSM expression by methylmercury in 

microglia. We also found that knockdown of STAT3, a transcription factor, suppressed induction of 

OSM expression by methylmercury. STAT3 was activated by methylmercury in primary microglia 

and mouse brain tissue slices. In situ hybridization for TNFR3 also suggested that TNFR3 possibly 

expressed in neurons. When a neutralizing antibody against OSM or TNFR3 was added to mouse 

cerebral slices, the reduction of synaptic marker proteins caused by methylmercury was suppressed, 

and no further reduction was observed by addition of both antibodies. This suggests that OSM 

released from microglia may cause neuronal cell death by binding to TNFR3. TRAF2, TRAF3 and 

TRAF5 are known as factors involved in signal transduction by binding to the intracellular domain 

of TNFR3. However, these factors were not involved in methylmercury-induced cell dath via 

TNFR3. Recently, we identified some candidate proteins that bind with TNFR3 by methylmercury 

using LC/MS, and their involvement in the methylmercury toxicity is under investigation. These 

results suggest that microglial-neuronal crosstalk through the OSM/TNFR3 pathway may be an 

important mechanism involved in methylmercury-induced central nervous system injury.  

 

  


