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研究要旨 

 メチル水銀（MeHg）投与による脳内神経細胞死惹起部位に関しては，大脳皮質や線条体

で認められるものの，他領域における多角的な解析は報告されていない．そこで，MeHg 曝

露脳切片を用いて，TUNEL 染色を実施し，陽性細胞の有無を詳細に検討したところ，新た

に嗅球や嗅覚伝導路を担う大脳皮質部位にアポトーシス様の細胞死を認めた．  

 これまで，MeHg 曝露がマウス脳においてニューロン特異的に小胞体（ER）ストレスを誘

導し，アポトーシスを惹起することを明らかにしてきた．初期的な検討から，ER ストレス

を軽減するケミカルシャペロン（4-フェニル酪酸（4-PBA））は，MeHg による ER ストレス

応答 unfolded protein response （UPR）を抑制するだけでなく，神経症状（後肢伸展障害）も

有意に抑制することを発見した．そこで，その有効性（治療時間枠）をさらに明らかにする

ために，4-PBA の治療可能時間域について解析した．その結果，MeHg 投与後２週目からの

投与でも有意に神経症状を回復させることがわかった． 

 

Ⅰ 研究目的 

 これまでに MeHg 誘発性神経細胞死発症メカニズムに関して多くの知見が提示されてき

たものの，水俣病治療に関する明確な方針や治療薬シーズが提示されているとは言い難い

状況である．申請者は，マウスにおける MeHg 投与によって観察される大脳皮質や線条体

の神経細胞死は，ER ストレスを介して惹起されることを証明してきた 1-3．初期的な実験か

ら，この細胞死や神経症状はタンパク質凝集阻害効果を有するケミカルシャペロンによっ

て著明に回復することを明らかにした 4．以上の成果は，ケミカルシャペロンが水俣病治療

に有効である可能性を示唆した．一方，この薬物は MeHg 曝露前に投与しており，「治療」

という側面からは，効果を発揮する候補物質とは判断できない．そこで，治療薬としての可

能性を明らかにするため，4-PBA の治療可能時間域を追求した．また， MeHg を曝露させ

たマウス脳における新規神経細胞死部位／領域を明らかにすることとその病態生理学的意

義の解明を試みた． 

 

Ⅱ 材料と方法 

1．材料 

C57BL/6 マウスは国立水俣病総合研究センター動物実験施設において飼育した．飼育条

件は，コンベンショナル条件下，室温 23±2℃，湿度 50±5%，明暗周期 12 時間（午前 6 時〜
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午後６時まで照明下）である．飼育および実験期間中の食餌や飲水は自由に行わせた．本マ

ウスを用いた動物実験は国立水俣病総合研究センター動物実験委員会より承認を得ており

（承認番号：041116 および 050315-1），当センターの規定に基づき実施した． 

ER stress-activated indicator (ERAI)-Venus/LUC Tg マウスは，国立水俣病総合研究センター

動物実験施設において飼育した 5,6．飼育条件は，コンベンショナル条件下，室温 23±2℃，

湿度 50±5%，明暗周期 12 時間（午前 6 時〜午後６時まで照明下）である．飼育および実験

期間中の食餌や飲水は自由に行わせた．ERAI-Venus Tg マウスを用いた動物実験は国立水俣

病総合研究センター動物実験委員会より承認を得ており（承認番号：050912 および 051221），

当センターの規定に基づき実施した． 

 

2．薬物投与 

1) MeHg飲水投与 

  塩化MeHg と等モル量の還元型 GSH を milli Q 水に溶解させ，終濃度 30 あるいは 50 ppm

の MeHg含有飲水を調製した．これを給水ボトルに入れ，雄性 CHOP KO マウスに自由摂取

させた．コントロール群には，MeHg 投与群と等量の還元型 GSH を milli Q 水に溶解させた

ものを投与した． 

2) 4-Phenylbutyric acid（4-PBA）の腹腔内投与 

 4-PBA（東京化成，P0643）120 mg を生理食塩水 10 mL に添加し，4-PBA と同モル量の水

酸化ナトリウムを加え溶解させた（pH 7.4）．雄性 CHOP KO マウスに終濃度 120 mg/kg/day

となるように腹腔内投与を行った．コントロール群には生理食塩水を投与した． 

 

3．後肢伸長反応の観察 

MeHg を飲水投与したマウスを飼育ケージから取り出し，マウスの尾を持ち上げ 10 秒間

吊るした．週に１度，マウスを吊るした際の後肢の伸展状態を観察し，その所見から以下に

示すスコアを定義することで MeHg 曝露による神経障害を評価した．  

両後肢が体側から大きく外側に広がる場合を 3点（正常な表現型），片方の後肢が腹部側

に後退している，あるいは両後肢が後退しているが体側よりも外側に位置する場合を−1 点

（軽度の障害），接触はしないが両後肢が体側よりも内側に位置する場合を−2点（中等度の

障害），両後肢が腹部側に完全に後退し，互いに接触している場合を−3点（重度の障害）と

して，−3点から 0点までの 4段階で各個体の後肢伸展反射の障害を評価した（下図）．  
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4. 組織中総水銀量の測定 

 MeHg を飲水投与したマウスをイソフルラン麻酔下で開胸し，心採血により屠殺した．生

理食塩水で十分に灌流した後，脳を摘出した．脳組織に関しては大脳皮質，小脳，海馬，線

条体に部位分けを行った．各組織に対して組織重量の 19倍量となる 5N 水酸化ナトリウム

（NaOH）を添加し，70℃に設定したアルミブロック恒温槽で 30 分間静置した．溶解した

組織を 5N 塩酸（HCl）で中和し，MA-2000（日本インスツルメンツ）を用いた加熱気化法

により総水銀量を測定した．この時，既知濃度の水銀含有溶液から得られた測定値を基に検

量線を作成し，未知試料の水銀量を算出した．  

 

5.  免疫組織染色 

1) パラフィン包埋脳切片の作製 

 MeHg を飲水投与したマウスを解剖し，脳を摘出した．摘出後，剃刀を用いて脳を右脳と

左脳に分け，左脳を 4％ パラホルムアルデヒド（PFA）溶液に浸し固定化を行った．その後，

パラフィン包埋脳組織サンプルに関しては，株式会社バイオ病理研究所に作製を依頼した．

回転式ミクロトーム（Leica）を用い，パラフィン包埋脳組織から 5 μm のサジタル脳切片を

作製した． 

2) 組織染色 

切片は各種染色に供する前に，以下の前処理を行った．キシレン中で 5分間×3 回静置し，

パラフィンを除去した．エタノール中で 5分間静置し，キシレンを除去した．続いて滅菌精

製水で 90%，80%，70%に調製したエタノール中で順に各 5分間静置した．10分間の流水洗

によってエタノールを除去した後，滅菌精製水で切片を洗浄した． 

前処理した切片を 10 mM Citrate buffer (pH 6)に浸し，600W に設定した電子レンジで 20分

間加熱することで，抗原賦活化処理を行った．室温で 30分以上冷ました後，滅菌精製水で

切片を洗浄した．切片をメタノールで調製した 3 v/v%過酸化水素中で 20分間静置すること

で，内因性ペルオキシダーゼ活性を不活化した．PBS中で 5分間×2 回洗浄した後，切片を

ブロッキング処理および抗原抗体反応に供した．ブロッキング処理および抗原抗体反応は

VECTASTAIN Elite ABC Rabbit IgG Kit（Vector Laboratories）を用いて行った．発色は DAB 

Substrate Kit（Vector Laboratories）を用いて行った．水気を切った切片に Blocking solution 250 

µL を添加し，室温で 20分間静置した．PBS中で 10分間×2 回洗浄した後，Primary antibody 

solution 250 µL を切片に添加し，室温で 30分間静置した．PBS中で 10分間×2 回洗浄した

後，Secondary antibody solution 250 μL を切片に添加し，室温で 30分間静置した．PBS中で

10 分間×2 回洗浄した後，ABC reagent 250 μL を切片に添加し，室温で 30 分間静置した．

PBS中で 10分間×2 回洗浄した後，Substrate working solution 250μL を切片に添加し，室温で

2 分間静置した．直後に，水を満たしたドーゼで切片を濯ぐことで発色反応を停止した．5

分間の流水洗によって基質を除去し，滅菌精製水で切片を洗浄した．切片をエタノール中で

5分間×3 回静置し，脱水処理を行った後， キシレン中で 5分間×3 回静置し，透徹処理を行
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った．免疫組織化学染色用封入剤 EUKIT(ORSAtec)を切片に適量添加し，カバーグラスを重

ねて封入した．染色像は，アレン脳科学研究所がオンラインで公開している成体マウスの脳

地図（http://atlas.brain-map.org/）を参照し，偏光顕微鏡 BX5（Evident）を用いて撮影した．

ImageJ version 1.54d を用いて定量解析を行った． 

 

6. TUNEL 染色 

TUNEL 染色は In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red（Roche）を用いて行った．Proteinase 

K を 10 mM Tris-HCl pH 7.5 で 1,000倍に希釈し，終濃度 20 μg/mL の Proteinase K を含む浸

透化液を調製した．前項の通りに前処理した切片に浸透化液 300 µL を添加し，切片を並べ

た湿式チャンバーを 37℃に設定した恒温槽中で 20分間静置した．切片を Phosphate-buffered 

saline中で 5分間×2 回洗浄し，水気を切ったあとに TUNEL反応液 20 µL を添加した．プラ

スチックフィルムで切片を覆い，切片を並べた湿式チャンバーを 37℃に設定した恒温槽中

で 1 時間静置した．PBS中で 5分間×3 回洗浄した後，水気を切った切片に 4',6-Diamidino-2-

phenylindole（DAPI）を含有した蛍光染色用封入剤 VECTASHILD Vibrance Antifade Mounting 

with DAPI （Vector Laboratories）40μL を添加し，カバーグラスを重ねて封入した．染色像

は，アレン脳科学研究所がオンラインで公開している成体マウスの脳地図（http://atlas.brain-

map.org/）を参照し，共焦点顕微鏡 ECLIPSE Ti（Nikon Instruments）を用いて撮影した．NIS-

Elements AR imaging software version 4.00.06（Nikon Instruments）を用いて定量解析を行った． 

 

7. 統計解析 

データは平均値±標準誤差で表した．統計解析およびグラフの作成には GraphPad Prism 

software version 10.0.2（GraphPad Software）を使用した．群間の平均値の差は Two-way analysis 

of variance（ANOVA）により検定し，事後検定として Uncorrected Fisher’s LSD または Tukey’s 

multiple comparisons test を実施した．上記の検定の結果，p < 0.05 の場合に統計学的に有意

であるとみなした（*p < 0.05，**p < 0.01，***p < 0.001；ns, not significant）． 

 

（倫理面への配慮） 

国立水俣病総合研究センターにおいては，動物倫理・運営委員会（承認番号：041116 およ

び 050315-1(嗅覚系研究)，承認番号：050912 および 051221（4-PBA 研究））で承認を受けた． 
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Ⅲ 研究結果 

1．MeHg による嗅覚系神経障害惹起 

嗅覚系に対するMeHgの影響を調べるため，亜慢性MeHg毒性モデルを樹立した（図 1a）．

以前の研究結果と一致して 7，MeHg に 8 週間曝露したマウスは，大脳皮質に顕著な水銀の

蓄積を示し，一次運動皮質ではNeuN陽

性細胞の減少を認めた．さらに，マウ

スは MeHg 曝露 5 週後に後肢障害を示

し，この障害は 8 週目に悪化する傾向

があった．この投与法では，マウスは

MeHg 曝露後 10 週以内に死亡した．こ

れらの結果から，MeHg に 8 週間曝露

したマウスは，脳障害やその他の病態

を解析するのに十分な中毒レベルに達

したと判断した．嗅覚系は主に，にお

いを受け取る OSN を含む嗅上皮，OSN

の投射部位である嗅球，嗅球からの投

射を受け取る嗅皮質から構成される

（図 1b）．MeHg に 8 週間曝露されたマ

ウスは，鼻粘膜，嗅球，嗅皮質（OT と

PIR）に有意な水銀蓄積を示した（図1c）

ことから，MeHg は曝露後，嗅覚経路に

広く分布することが示唆された． 

 

2.MeHg の嗅球への作用   

嗅球は，表面の嗅神経層，糸球体層，外叢細胞層（EPl），分裂細胞層（Mi），内叢細胞層

（IPl），顆粒細胞層（Gr）の順に続く層構造をしている．神経細胞体は，EPl，Mi，Gr の浅

い層である糸球体層に存在する．以前の研究では，30 ppm の MeHg を飲料水経由で 8 週間

曝露したマウスの一次運動野で，アポトーシス核が観察された 7．MeHg が嗅球の神経細胞

死を誘発するかどうかを調べるため，まず TUNEL アッセイを用いてアポトーシスを評価し

た．TUNEL 陽性アポトーシス細胞は，MeHg に曝露したマウスの Gr で有意に増加した（図

2a，b）．嗅球中の水銀含有量が最も高かったマウスでは，Mi でも TUNEL 陽性細胞が認め

られた（図 2c）．次に，神経細胞マーカーである NeuN の免疫染色を行い，神経細胞の数を

評価した．TUNEL アッセイの結果と一致して，NeuN 陽性ニューロンは MeHg 曝露マウス

の Gr で有意に減少していた（図 2d, e）．これらの結果は，嗅球顆粒細胞が MeHg 曝露に対

して特に脆弱であることを示唆している． 
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Results

Accumulation of mercury in the olfactory pathway 
after MeHg exposure

To investigate the effects of MeHg on the olfactory sys-
tem, we established a model of subchronic MeHg toxicity 
(Fig. 1a). Consistent with the results of a previous study 
(Fujimura et al. 2009), mice exposed to MeHg for 8 weeks 
showed marked accumulation of mercury in the cerebral 
cortex and a decrease in NeuN-positive cells in the pri-
mary motor cortex (Fig. S1a, b). In addition, the mice 
exhibited hindlimb impairment after 5 weeks of MeHg 
exposure, and this impairment tended to worsen at week 
8 (Fig. S1c). The mice died within 10 weeks of MeHg 

exposure under this dosage regimen (Fujimura et al. 2009). 
On the basis of these results, we determined that mice 
exposed to MeHg for 8 weeks had reached a sufficient level 
of intoxication to enable the analysis of brain disorders 
and other pathologies.

The main olfactory system is composed of the olfac-
tory epithelium, which contains OSNs that receive odor-
ants; the olfactory bulb, which is the projection site of the 
OSNs; and the olfactory cortex, which receives projections 
from the olfactory bulb (Fig. 1b). Mice exposed to MeHg 
for 8 weeks displayed significant mercury accumulation 
in the nasal mucosa, olfactory bulb, and olfactory cortex 
(OT and PIR) (Fig. 1c), suggesting that MeHg is broadly 
distributed in the olfactory pathway after exposure.

Fig. 1  Accumulation of mer-
cury in the olfactory pathway. a 
Schematic of subchronic expo-
sure to methylmercury (MeHg) 
in wild-type mice. Either 0 ppm 
(vehicle) or 30 ppm MeHg was 
administered in the drink-
ing water. After 8 weeks of 
MeHg exposure, the mice were 
sacrificed for further analysis. b 
Schematic of the main olfactory 
system. Each olfactory sensory 
neuron expresses only one type 
of olfactory receptor. Neurons 
expressing the same receptor 
project to specific glomeruli 
within the olfactory bulb and 
form synapses with mitral cells 
and tufted cells (not shown). 
The axons of mitral/tufted cells 
project to the primary olfactory 
cortex, including the anterior 
olfactory nucleus (AON), tenia 
tecta (TT), olfactory tubercle 
(OT), piriform cortex (PIR), 
cortical amygdala (COA), and 
entorhinal cortex (ENT). Con-
nections are extensive among 
these subregions and other brain 
areas such as the orbitofrontal 
cortex, agranular insular cortex, 
and hippocampus. c Quantifica-
tion analysis of the total mer-
cury concentration in the nasal 
mucosa, olfactory bulb, OT, 
and PIR. Data are presented as 
the mean ± s.e.m. (n = 6, ***p 
< 0.001 by two-tailed Student’s 
t-test)
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図 1．嗅覚系伝導路と各部位における⽔銀量 
a︓投与計画，b︓嗅覚伝導路，c︓各部位にお
ける⽔銀蓄積量 
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3. MeHg による一次嗅皮質への影響 

臨床研究により，水俣病患者は体性感覚皮質，運動皮質，視覚皮質，聴覚皮質において神

経細胞消失を示すことが明らかにされている 8,9．しかし，嗅覚処理に関与する皮質領域へ

の影響は全く不明である．そこで，MeHg が一次嗅皮質の神経細胞死を誘発するかどうかを

調べた．一次嗅皮質は，前嗅核（AON），背側蓋紐（dTT），腹側蓋紐（vTT），嗅結（OT），

梨状皮質（PIR），扁桃体皮質（COA），嗅内皮質（lENT）からなるサブ領域である 10,11．MeHg

曝露により，lENT を除くすべての小領域で TUNEL 陽性アポトーシス細胞数が増加した．1168 Archives of Toxicology (2024) 98:1163–1175

integration (Mizoguchi et al. 2020; Rolls and Baylis 1994; 
Roy-Cote et al. 2021; Wilson et al. 2014). In the ORB, the 
number of TUNEL-positive apoptotic cells was significantly 
increased by MeHg exposure (Fig. 4a, b). Consistent with 
this, the number of NeuN-positive neurons was significantly 
reduced (Fig. 4c, d). Although not statistically significant, 
the agranular insular cortex showed a tendency toward a 
higher number of TUNEL-positive apoptotic cells and 
a lower number of NeuN-positive neurons in some mice 
exposed to MeHg (Fig. 4a–d).

MeHg-induced activation of astrocytes 
and microglia in olfactory brain areas

Astrogliosis is another pathological feature of the brain 
in patients with MD (Eto and Takeuchi 1978; Takeuchi 
et al. 1962). In addition, microglial proliferation has been 
observed in the cerebral cortex and cerebellum of adult 
rodents exposed to MeHg (Fujimura et al. 2009; Sakamoto 

et al. 2008). Activation of these glial cells occurs near the 
site of neurological damage. To investigate the potential 
activation of astrocytes and microglia in the olfactory bulb 
and olfactory cortical areas, we performed immunostain-
ing with anti-GFAP and anti-Iba1 antibodies, respectively. 
In the olfactory bulb of mice exposed to MeHg, GFAP-
positive astrocytes became hypertrophic with greater 
accumulation in the EPl and Gr (Fig. S2a, b). Similar to 
the astrocytes, Iba1-positive microglia exhibited larger 
cell bodies and thicker cytoplasmic processes, taking on 
amoeboid forms, indicating glial activation. These acti-
vated microglia were notably more abundant in the EPl 
and Gr of mice exposed to MeHg (Fig. S2c, d). In the 
olfactory cortex, the numbers of GFAP-positive astrocytes 
and Iba1-positive microglia were markedly increased in all 
subregions except the COA and lENT after MeHg expo-
sure (Fig. S3a–d). These results indicate that in cases of 
MeHg poisoning, glial activation is also a hallmark event 
in brain regions involved in olfactory processing.

Fig. 3  Effects of methylmercury (MeHg) exposure on the primary 
olfactory cortex. Representative images of (a) TUNEL staining (red) 
and (c) immunofluorescence for neuronal nuclei (NeuN) (green) in 
the primary olfactory cortex. Nuclei were stained with DAPI (blue). 
Quantification of (b) TUNEL-positive cells and (d) NeuN-positive 
cells shown in (a) and (c). Anterior olfactory nucleus (AON), cortical 

amygdala (COA), dorsal tenia tecta (dTT), lateral entorhinal cortex 
(lENT), olfactory tubercle (OT), piriform cortex (PIR), and ventral 
tenia tecta (vTT). Data are presented as the mean ± s.e.m. (n = 6; 
p-values from two-tailed Student’s t-test, p-values in red indicate a 
significant difference). Scale bars represent 50 μm

図 3．MeHg による⼀次嗅⽪質における神経細胞死 
a,b︓TUNEL 陽性細胞， c,d︓NeuN 陽性細胞 
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Impairment of granule cells in the olfactory bulb 
by MeHg

The olfactory bulb is a layered structure consisting of the 
olfactory nerve layer on the surface, followed in order 
by the glomerular layer, external plexiform layer (EPl), 
mitral cell layer (Mi), internal plexiform layer (IPl), and 
granule cell layer (Gr) (Schröder et al. 2020). Neuronal 
cell bodies are located in the glomerular layer, a shallow 
layer of the EPl, the Mi, and the Gr. In a previous study, 
apoptotic nuclei were observed in the primary motor cor-
tex of mice after exposure to 30 ppm MeHg for 8 weeks 
via drinking water (Fujimura et al. 2009). To determine 
whether MeHg induces neuronal cell death in the olfac-
tory bulb, we first evaluated apoptosis using the TUNEL 
assay. TUNEL-positive apoptotic cells significantly 
increased in the Gr of mice exposed to MeHg (Fig. 2a, b). 
The mouse with the highest mercury content in the olfac-
tory bulb also exhibited TUNEL-positive cells in the Mi 
(Fig. 2c). However, such cells were not observed in any 
other layers except the Gr. Next, we evaluated the num-
ber of neurons by immunostaining for NeuN, a neuronal 
marker. Consistent with the results of the TUNEL assay, 
NeuN-positive neurons were significantly reduced in the 
Gr of mice exposed to MeHg (Fig. 2d, e). These results 
suggest that olfactory bulb granule cells are particularly 
vulnerable to MeHg exposure.

MeHg-induced region-specific neurotoxicity 
in olfactory cortical areas

Clinical studies of MD have revealed that patients show 
neuronal loss in the somatosensory, motor, visual, and 
auditory cortices (Eto and Takeuchi 1978; Takeuchi et al. 
1962). However, the effects on the cortical areas involved in 
olfactory processing are entirely unknown. Therefore, we 
determined whether MeHg induces neuronal cell death in 
the primary olfactory cortex, which consists of the follow-
ing subregions: the anterior olfactory nucleus, dorsal tenia 
tecta, ventral tenia tecta (vTT), OT, PIR, cortical amygdala 
(COA), and lateral ENT (lENT) (Schröder et al. 2020; Wil-
son et al. 2014). MeHg exposure increased the number of 
TUNEL-positive apoptotic cells in all subregions except the 
lENT. The increase in the number of these cells was signifi-
cant in the PIR and vTT (Fig. 3a, b). In some mice exposed 
to MeHg, the number of NeuN-positive neurons decreased 
in all subregions except the PIR and lENT; however, only 
the OT and vTT showed significant reductions (Fig. 3c, d). 
These results indicate that MeHg exposure causes neuronal 
cell death in the olfactory cortex, particularly in the vTT. 
The PIR and OT also showed significant changes (Fig. 3b 
and d, respectively). However, the vTT, which showed sig-
nificant changes in both figures, exhibited a higher rate of 
change than the other sites.

Most subregions of the primary olfactory cortex are inter-
connected with higher-order secondary cortical areas such 
as the orbitofrontal cortex (ORB) and insula (the agranular 
insular cortex in rodents), which are involved in sensory 

Fig. 2  Effects of methylmer-
cury (MeHg) exposure on the 
olfactory bulb. Representative 
images of TUNEL staining 
(red) in the (a) granule cell layer 
(Gr) and (c) mitral cell layer 
(Mi). Nuclei were stained with 
DAPI (blue). b Quantification 
of TUNEL-positive cells shown 
in (a). The vertical axis shows 
the number of TUNEL-positive 
cells per 1  mm2 of DAPI-
positive area. d Representative 
images of immunohistochemis-
try for neuronal nuclei (NeuN) 
in the Gr. e Quantification of 
NeuN-positive cells shown in 
(d). The vertical axis shows the 
percentage of the NeuN-positive 
area. Data are presented as the 
mean ± s.e.m. (n = 6; *p < 
0.05, **p < 0.01 by two-tailed 
Student’s t-test). Scale bars 
represent 25 μm
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これらの細胞数の増加は，PIR と vTT で顕著であった（図 3a，b）．MeHg に曝露されたマウ

スでは，PIR と lENT を除くすべてのサブ領域で NeuN 陽性ニューロンの数が減少したが，

OT と vTT でのみ有意な減少が見られた（図 3c, d）．これらの結果は，MeHg 曝露が嗅覚皮

質，特に vTT において神経細胞死を引き起こすことを示している．PIR と OT も有意な変化

を示した（それぞれ図 3b と d）．しかし，いずれの図でも有意な変化を示した vTT は，他の

部位よりも高い変化率を示した． 

 

4. MeHg による二次嗅皮質への影響 

一次嗅覚皮質のほとんどのサブ領域は，

眼窩前頭皮質（ORB）や島皮質（げっ歯類

では無頭島皮質）などの高次の二次皮質領

域と相互につながっており，感覚統合に関

与している 11,12．ORB では，TUNEL 陽性

のアポトーシス細胞数が MeHg 曝露によ

って有意に増加した（図 4a, b）．これと一

致して，NeuN 陽性ニューロンの数は有意

に減少した（図 4c，d）．統計的に有意では

なかったが，無頭島皮質では，MeHg に暴

露したマウスの一部で TUNEL 陽性アポト

ーシス細胞数が増加し，NeuN 陽性ニュー

ロン数が減少する傾向が見られた（図 4a-

d）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

5．MeHg による ER ストレス惹起に対する 4-PBA の効果 

ER ストレスに応答した IRE1α の活性化は XBP1 mRNA のスプライシングを誘導する．

ERAI-VenusTg マウスは，XBP1 と蛍光タンパク質 Venus を融合させることによって構築さ

れた 5,6．本系では，XBP1 のスプライシングによるフレームシフトのため，Venus の発現に

よって ER ストレスが検出できる．脳における ER ストレスに対する MeHg の影響を調べる

ため，亜慢性 MeHg毒性モデルとして ERAI マウスに 50 ppm MeHg を 5 週間まで自由摂取
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Correlation of neuronal loss with plasma mercury 
concentration

To determine whether the extent of neuronal loss in the 
olfactory cortex is associated with the accumulation of 
MeHg, we analyzed the correlation of neuronal loss with 
the plasma mercury concentration. The results showed a 
negative correlation between the number of NeuN-positive 
neurons in the olfactory cortex and the plasma mercury 
concentration (Table S1). The correlation was robust in 

subregions with prominent neuronal cell death, such as the 
vTT and ORB. Scatter plots showed that mice with plasma 
mercury concentrations exceeding 10 ppm had more remark-
able neuronal loss (Fig. 5a, b).

Partial disruption of OSNs by MeHg

Intranasal exposure to certain heavy metals is associated 
with damage to the olfactory epithelium (Bondier et al. 
2008; Jia et al. 2010; McBride et al. 2003). Based on the 

Fig. 4  Effects of methylmer-
cury (MeHg) exposure on the 
secondary olfactory cortex. 
Representative images of (a) 
TUNEL staining (red) and (c) 
immunofluorescence for neu-
ronal nuclei (NeuN) (green) in 
the secondary olfactory cortex. 
Nuclei were stained with DAPI 
(blue). Quantification of (b) 
TUNEL-positive cells and (d) 
NeuN-positive cells shown in 
(a) and (c). Agranular insular 
cortex (AI), orbitofrontal cortex 
(ORB). Data are presented as 
the mean ± s.e.m. (n = 6; p-val-
ues from two-tailed Student’s 
t-test, p-values in red indicate 
a significant difference). Scale 
bars represent 50 μm

図 4．MeHg による⼆次嗅⽪質における神
経細胞死 
a,b︓TUNEL 陽性細胞， c,d︓NeuN 陽性細
胞 
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させた（図 5a）．このモデルにおける神経学的障害への ER ストレスの関与を明らかにする

ため，4-PBA（図 5b）をロテノン誘発神経細胞死を抑制するのに十分な用量である 120 

mg/kg/day で腹腔内投与した 13．5 週間後，GFP抗体を用いて大脳皮質体性感覚野における

ERAI シグナルを免疫組織化学的に検出したところ，MeHg によって誘導された ERAI シグ

ナルは，4-PBA の同時投与によって有意に減少した（図 5c, d）．さらに，線条体において

も 4-PBA による ERAI シグナルの減少が観察された（図 5e, f）． 

 

6．MeHg による ER ストレス応答（UPR）活性化に対する 4-PBA 抑制作用 

次に，ER ストレスを感知すると自己リン酸化によって活性化される ER ストレスセンサ

ータンパク質である IRE1α に対する 4-PBA の影響を解析した．MeHg 投与は，体性感覚皮

質において時間依存的に IRE1α のリン酸化を促進した（図 6a, b）．IRE1α の活性化は 4-PBA

処理によって抑制された（図 6a, b）．線条体における MeHg 誘導性のリン酸化は，3 週間の

曝露後にピークに達したが，4-PBA処理によって抑制された（図 6c, d）．IRE1α による XBP1 

mRNA スプライシングの活性化を調べるために，HMG-CoA 還元酵素 1（HRD1）のレベル

を解析した．HRD1 は E3 ユビキチンリガーゼであり，XBP1 のスプライシングによって生
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4-PBA inhibits MeHg-induced activation 
of the IRE1α-XBP1 pathway

Next, we analyzed the effects of 4-PBA on IRE1α, an ER 
stress sensor protein activated by autophosphorylation upon 
sensing ER stress. Consistent with previous studies (Nomura 
et al. 2022), MeHg administration enhanced the phospho-
rylation of IRE1α in a time-dependent manner in the soma-
tosensory cortex (Fig. 2a, b). The activation of IRE1α was 
inhibited by 4-PBA treatment (Fig. 2a, b). MeHg-induced 
phosphorylation in the striatum peaked after exposure for 
3 weeks, which was suppressed by 4-PBA treatment (Fig. 2c, 
d). The levels of HMG-CoA reductase 1 (HRD1) were ana-
lyzed to examine the activation of XBP1 mRNA splicing by 
IRE1α. HRD1 is an E3 ubiquitin ligase whose transcription 

is induced by XBP1 homodimers produced by the splicing 
of XBP1. MeHg-induced HRD1 levels were analyzed in 
both cortical somatosensory and striatal regions, reaching a 
peak 3 weeks after the start of MeHg treatment (Fig. 2e–h). 
Furthermore, HRD1 expression was reduced by 4-PBA treat-
ment in both regions (Fig. 2e–h).

4-PBA inhibits MeHg-induced activation of the PERK 
pathway

Next, we examined the activity of the PERK pathway, 
which is involved in the induction of apoptosis in the 
UPR. PERK is activated by autophosphorylation upon 
sensing ER stress, and induces the expression of CHOP, 

Fig. 1  Time course analysis 
of MeHg-induced ER stress 
using ERAI-transgenic mice 
a Experimental timeline of 
subacute exposure to MeHg 
and 4-PBA. ERAI-transgenic 
mice were exposed to 50 ppm 
MeHg in drinking water for 
up to 5 weeks. In addition, 
the mice were intraperito-
neally inoculated with 4-PBA 
(120 mg/kg daily). Saline was 
injected into control animals 
as a vehicle control. Mice were 
euthanized at the indicated 
times and brain tissues were 
analyzed by immunostain-
ing. b Chemical structure of 
4-phenylbutyric acid (4-PBA). 
Representative immunostaining 
of ERAI in the somatosensory 
cortex (c) and striatum (e) of 
ERAI-transgenic mice exposed 
to MeHg for the indicated 
times. The scale bar represents 
50 μm. d, f Quantification of 
ERAI-positive cells shown in 
(c, e, respectively). Data are 
presented as the mean ± s.e.m. 
(n = 5–6, *p < 0.05, **p < 0.01, 
and ***p < 0.001 by two-way 
ANOVA with Bonferroni’s post 
hoc test)

図 5．MeHg による ER ストレス惹起と 4-PBA の作⽤ 
a︓投与計画,b︓4-PBA の構造， c,d︓⼤脳⽪質における MeHg による⼩胞体
ストレス惹起に対する 4-PBA の効果︓e,f︓線条体における 4-PBA の効果 
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じる XBP1ホモダイマーによって転写が誘導される．MeHg によって誘導された HRD1 レベ

ルは，大脳皮質体性感覚領域と線条体領域の両方で解析され，MeHg処理開始から 3 週間後

にピークに達した（図 6e-h）．さらに，HRD1 の発現は 4-PBA 処理によって両領域で減少

した（図 6e-h）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7．4-PBA の ER ストレス誘発性 PERK活性化への影響 

次に，UPR におけるアポトーシス誘導に関与する PERK 経路の活性を調べた．PERK は

ER ストレスを感知すると自己リン酸化により活性化され，アポトーシス誘導に関連する転

写因子 CHOP の発現を誘導する．MeHg 曝露は PERK のリン酸化を促進したが，これは 4-

PBA によって抑制された．4-PBA は線条体におけるMeHg 誘発 PERKリン酸化も抑制した．

続いて，体性感覚野と線条体における CHOP レベルの時間変化を解析した結果，MeHg 曝露

に伴う両領域の CHOP レベルの時間依存的上昇は，4-PBA によって抑制された． 
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a transcription factor associated with the induction of 
apoptosis. MeHg exposure enhanced PERK phosphoryla-
tion, which was suppressed by 4-PBA (Fig. 3a, b). 4-PBA 
also suppressed MeHg-induced PERK phosphorylation in 
the striatum (Fig. 3c, d). Subsequent analysis of tempo-
ral changes in CHOP levels in the somatosensory cortex 
and striatum showed that the time-dependent increases in 
CHOP levels in both regions upon MeHg exposure were 
suppressed by 4-PBA (Fig. 3e–h).

4-PBA inhibits MeHg-induced neuronal cell death

As shown in Fig. 3,  4-PBA inhibits activation of the 
PERK pathway, which is involved in the induction of 
apoptosis, suggesting that 4-PBA inhibits apoptosis. 
Therefore, we investigated the effect of 4-PBA on MeHg-
induced neuronal apoptosis by analyzing the number of 
TUNEL-positive cells in TUNEL assays, a marker of 
apoptosis. 4-PBA significantly inhibited the increase in 

Fig. 2  Activation of the IRE1α-
XBP1 pathway upon exposure 
to MeHg was prevented by 
4-PBA in vivo. Representative 
immunostaining for p-IRE1α 
(a, c) and HRD1 (e, g) in the 
somatosensory cortex and 
striatum, respectively, of ERAI-
transgenic mice. The scale 
bar represents 50 μm. b, d, f, 
h Quantification of p-IRE1α- 
and HRD1-positive cells 
shown in (a, c, e, g, respec-
tively). Data are presented as 
the mean ± s.e.m. (n = 5–6, 
*p < 0.05 and ***p < 0.001 by 
two-way ANOVA with Bonfer-
roni’s post hoc test)

図 6．MeHg による ER ストレス応答に対すると 4-PBA の抑制作⽤ 
a,b︓⼤脳⽪質体性感覚野におけるリン酸化 IRE1αに対する作⽤, c,d︓
線条体におけるリン酸化 IRE1αに対する作⽤，e,f︓⼤脳⽪質体性感覚
野における HRD1 誘導，g,h︓線条体における HRD1 誘導 
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8．4-PBA の MeHg 誘発性神経細胞死に対する抑制作用 

4-PBA はアポトーシス誘導に関与する PERK 経路の活性化を阻害することから，4-PBA

はアポトーシスを抑制することが示唆された．そこで，アポトーシスのマーカーである

TUNEL アッセイにおける TUNEL 陽性細胞数を解析することで，MeHg による神経細胞ア

ポトーシスに対する 4-PBA の効果を検討した．4-PBA は，体性感覚野（図 7a，b）と線条体

（図 7c，d）における TUNEL 陽性細胞数の増加を有意に抑制した． 

9．4-PBA の MeHg 誘発性神経症状に対する抑制作用 

4-PBA が MeHg 誘発細胞死を抑制したことか

ら，4-PBA が MeHg 曝露による神経症状を緩和で

きるかどうかを検討した．MeHg 中毒モデルで神

経学的症状を分析する方法として一般的に用いら

れている後肢伸展のスコアを分析した 14．スコア

リングは，先行研究と同様に 4 段階で分析した

15,16．4-PBA は，投与 5 週目以降，MeHg による後

肢伸展障害を有意に回復させた（図 8a, b）．これら

の結果は，4-PBA が MeHg 誘導性神経細胞障害を

抑制すること，そして 4-PBA が標的とする ER ス

トレスの誘導と UPR活性の変化が，MeHg 誘導性

神経細胞死のメカニズムにおいて重要であること

を示している． 
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targeted by 4-PBA are important in the mechanism of 
MeHg-induced neuronal cell death.

The post-treatment of 4-PBA

We then investigated the progression of disability over time 
caused by MeHg toxicity. We examined the cut-off point at 
which irreversible disability occurs and the effective time 
range between MeHg exposure and the initiation of 4-PBA 
treatment. We also assessed whether 4-PBA could suppress 
MeHg toxicity even when there was an interval between 
the start of MeHg exposure and the beginning of 4-PBA 
administration. Based on previous studies (Fujimura et al. 
2009), WT mice were exposed to 30 ppm MeHg (Fig. 6a). 
Neurological symptoms and the number of TUNEL-positive 
cells in the brain were analyzed. Post-treatment of 4-PBA 
caused temporary weight loss in the 1-week post-treatment 
group but had no overall effect on weight loss (Fig. S2d). 
Hindlimb extension measurements showed that suppres-
sion of neurological symptoms was also observed when 
4-PBA was administered 2 weeks after the start of MeHg 
exposure (Fig. 6b–d). TUNEL staining was performed to 
assess neuronal cell death in the somatosensory cortex and 

striatum. Consistent with the results of the hindlimb exten-
sion response, a trend toward suppression of neuronal cell 
death was observed up to 2 weeks after the start of MeHg 
exposure (n = 1) (Fig. S2c). These results suggest that the 
cutoff point for irreversible damage from 30 ppm MeHg 
poisoning to neurodegeneration is 2 weeks.

Discussion

The 4-PBA used in this experiment is a chemical chaper-
one that can stabilize the structure of proteins and reduce 
ER stress by inhibiting protein aggregation. Intraperitoneal 
administration of 4-PBA to mice suppresses rotenone-
induced neuronal ER stress and cell death (Inden et al. 
2007). Furthermore, 4-PBA inhibits UPR activation via 
MeHg-induced ER stress in vitro (Yang et al. 2022). How-
ever, whether 4-PBA inhibits MeHg-induced ER stress in 
the mouse brain remained unclear. Using ERAI-Venus Tg 
mice, in which ER stress can be analyzed spatiotempo-
rally, we analyzed ER stress in the somatosensory cortex 
and striatum, where MeHg-induced neuronal cell death 
was observed. The results showed that 4-PBA significantly 

Fig. 4  MeHg-induced neuronal cell death is prevented by 4-PBA 
in vivo. Representative images of TUNEL staining in the somatosen-
sory cortex (a) and striatum (c) of ERAI-transgenic mice. The scale 
bar represents 50 μm. b, d Quantification of apoptotic cells is shown 

in (a, c), respectively. The scale bar represents 50 μm. Data are pre-
sented as the mean ± s.e.m. (n = 5–6, **p < 0.01, and ***p < 0.001 by 
two-way ANOVA with Bonferroni’s post hoc test)
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suppressed MeHg-induced increases in the number of ERAI-
positive cells (Fig. 1). In contrast, 4-PBA did not affect mer-
cury accumulation in the brain or body weight (Fig. S1). 
Furthermore, MeHg activation of the IRE1α-XBP1 (Fig. 2) 
and PERK (Fig. 3) pathways was also inhibited by 4-PBA. 
We also investigated the effects of 4-PBA on MeHg-induced 
neuronal cell death using TUNEL staining and found that 
4-PBA suppressed the MeHg-induced increase in the num-
ber of TUNEL-positive cells (Fig. 4). Importantly, 4-PBA 
also suppressed the MeHg-induced decrease in hindlimb 
extension score, which is indicative of neuropathy (Fig. 5). 
These results demonstrate a preventive effect of 4-PBA on 
MeHg toxicity. However, MeHg toxicity can cause progres-
sive neurodegeneration and early treatment of this condition 
is crucial. We therefore analyzed the point at which irre-
versible damage occurred. The results showed that 4-PBA 
was effective in reducing neuropathy, even when 4-PBA was 
started 2 weeks after the start of exposure to 30 ppm MeHg 

(Fig. 6). These results indicate that inhibition of ER stress 
is a potential therapeutic strategy against MeHg toxicity in 
the early phase of exposure to 30 ppm MeHg.

Our findings indicate that ER stress and the UPR, targets 
of 4-PBA, are the molecular processes that are centrally 
involved in the development of MeHg toxicity. However, 
specific factors that directly induce MeHg-induced neuronal 
cell death remain unclear and studies to demonstrate whether 
MeHg-induced neuronal cell death can be alleviated in vivo 
using methods to regulate each factor of the UPR are war-
ranted. Our analysis using CHOP-KO mice suggests that 
CHOP is not responsible for MeHg-induced neuronal death 
(Iijima et al. 2024a). Further analysis of PERK pathway 
involvement in MeHg toxicity should be performed using 
PERK inhibitors. The ASK1/JNK pathway mediated by 
IRE1α is a CHOP-independent apoptotic pathway medi-
ated by ER stress. MeHg activates the ASK1/JNK pathway 
(Fujimura et al. 2009; Usuki et al. 2008), and the effect of 

Fig. 5  Effect of 4-PBA on 
MeHg-induced neurological 
symptoms. a Representative 
images of each score for the 
hindlimb extension response. 
normal escape extension = 0, 
incomplete splay and loss of 
mobility =  − 1, no splay and 
loss of mobility =  − 2, complete 
crossing of the hindlimbs =  − 3. 
b Representative images of 
mice during the hindlimb clasp-
ing test. c Quantification of 
hindlimb splay, which is shown 
in (b). Data are presented as 
the mean ± s.e.m. (n = 5–6, 
*p < 0.05 by two-way ANOVA 
with Bonferroni’s post hoc test)

図 7．MeHg による神経細胞死に対する 4-PBA 抑制作⽤ 
a,b︓⼤脳⽪質体性感覚野における TUNEL 陽性細胞, c,d︓線条体にお
ける TUNEL 陽性細胞 

図 8． 4-PBA の MeHg 誘発性神
経症状に対する効果 a︓MeHg によ
る後肢伸展障害, b, c︓4-PBA によ
る後肢伸展障害回復効果 
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10．4-PBA の有効治療効果時期の検討 

次に，MeHg毒性による障害の経時的

進行を調べた．不可逆的な障害が発生

するカットオフポイントと，MeHg 曝露

から 4-PBA 治療開始までの有効な時間

幅を検討した．また，MeHg 曝露開始か

ら 4-PBA 投与開始までに間隔がある場

合でも，4-PBA が MeHg 毒性を抑制で

きるかどうかを評価した．先行研究に

基づき 7，WT マウスを 30ppm MeHg に

曝露した（図 9a）．神経学的症状と脳内

の TUNEL 陽性細胞数を分析した．4-

PBA の後処理は，処理後 1 週間の群で

は一時的な体重減少を引き起こした

が，全体的な体重減少には影響しなか

った．後肢伸展測定から，MeHg 曝露開

始 2 週間後に 4-PBA を投与した場合に

も，神経症状の抑制が観察された（図

9b-d）．体性感覚野と線条体における神

経細胞死を評価するために TUNEL 染

色を行った．後肢伸展反応の結果と一

致し，MeHg 曝露開始後 2 週間までは神

経細胞死が抑制される傾向が観察され

た．これらの結果から，30 ppm の MeHg

中毒から神経変性に至る不可逆的損傷

のカットオフポイントは 2 週間である

ことが示唆される． 

 

Ⅳ 考察 

MeHg による嗅覚伝導路に対する影響について 

本研究では，飲料水による MeHg 中毒モデルを確立し，水銀が嗅覚系に広く蓄積するこ

とを見出した（図 1）．嗅球の顆粒細胞層は MeHg 曝露に対して特に脆弱であり（図 2），嗅

覚処理に関与する皮質領域で神経細胞死が起こる（図 3 および 4）．これらのデータは，MeHg

の脳内分布に対する化学的特性から，MeHg が嗅覚系に対して比類ない毒性を持つことを示

している．さらに，MeHg中毒マウスの鼻粘膜には水銀が蓄積し，嗅覚上皮は部分的に萎縮

していた．この研究は，環境化学物質の経口曝露が嗅覚も障害する可能性を示唆しており，

571Archives of Toxicology (2025) 99:563–574 

this pathway may be one of the reasons why 4-PBA sup-
pressed MeHg-induced cell death in this study. In addition, 
we did not examine the effect of inhibiting ATF6 pathway 
activation on MeHg toxicity, which should be addressed in 
future studies.

Mechanisms other than ER stress have been investigated 
to determine their involvement in MeHg-induced neu-
ronal cell death. In our study, therapeutic effects were also 
observed after 2 weeks of post-treatment; therefore, it is 
expected that although ER stress is the primary mechanism 

responsible for toxicity during the first two weeks of expo-
sure to 30 ppm MeHg (Fig. 6), cell death may be accelerated 
by inducing other cell death mechanisms, such as microglial 
activation.

In addition, MeHg induces oxidative stress-induced neu-
ronal cell death in the mouse brain (Franco et al. 2009). 
MeHg impairs the intracellular antioxidant system and pro-
duces reactive oxygen species (ROS) (Farina et al. 2011; 
Franco et al. 2009). It also reacts with glutathione (GSH), an 
intracellular antioxidant, and induces cell death via oxidative 

Fig. 6  The post-treatment 
of 4-PBA. a Experimental 
schedule for subacute exposure 
to MeHg and 4-PBA. WT mice 
were exposed to 30 ppm MeHg 
in drinking water for 8 weeks. 
4-PBA (120 mg/kg) was 
administered intraperitoneally 
once daily. Saline was injected 
into control animals as a vehicle 
control. b Hindlimb exten-
sion responses were measured 
weekly. Quantification using 
a 0 to − 3 numerical scale: 
normal escape extension = 0, 
incomplete splay and loss of 
mobility =  − 1, no splay and 
loss of mobility =  − 2, complete 
crossing of the hindlimbs =  − 3. 
c, d Hindlimb extension scores 
at 7 and 8 weeks are shown. 
For mice that died during the 
period of analysis, measure-
ments up to death were plotted. 
(n = 12, *p < 0.05, **p < 0.01 
and ***p < 0.001 by two-way 
ANOVA with Bonferroni’s post 
hoc test; n.s., not significant)

図 9． MeHg 誘発性神経症状に対する 4-PBA
の治療可能時間域 
a︓投与計画の詳細，b︓各 4-PBA 処理時間にお
ける後肢伸展障害回復効果，c,d:MeHg7-8 週間
投与後における 4-PBA の回復効果 



[20231023001]P.12 
（２年目/３年計画） 

 

MeHg に類似した性質を持つ化学物質の毒性解析のモデルとして役立つ可能性がある．   

水俣病では視覚と聴覚の中枢感覚障害を引き起こす 17,18．しかし，嗅覚に関与する皮質領

域の病態生理は不明なままである．本研究では，MeHg 曝露マウスの嗅覚皮質で神経細胞死

が起こった（図 3 および 4）．vTT と ORB は MeHg に対して特に脆弱であり，神経細胞喪失

の程度は血漿水銀濃度に強く反映された（図 4）．嗅覚皮質の各部位における神経細胞喪失

の程度に差をもたらした具体的な要因はまだ不明であるが，今回の結果は，中枢神経系の損

傷が MD 患者の嗅覚障害に寄与していることを示唆している．水俣病患者は，低嗅覚症や

嗅覚障害などの嗅覚障害を呈する 19．低嗅覚症は量的な機能障害であり，匂いを嗅ぎ分ける

能力が低下する．低嗅覚症はアルツハイマー病やパーキンソン病の患者にもみられ，中枢神

経障害によって引き起こされることもある 20．アルツハイマー病患者の脳組織やアルツハイ

マー病モデルマウスの脳組織では，嗅球系の病理学的変化や神経細胞機能障害が示されて

おり 21,22，海馬との位置的・機能的な関係は強固である．しかし，本研究では，MeHg中毒

マウスの嗅球系では，神経細胞の減少やグリアの活性化といった病理学的変化は起こらな

かった（図 3）．さらに，海馬のニューロンは大脳皮質のニューロンよりも MeHg に対する

抵抗性が強い 23．このように，アルツハイマー病と MD はともに脳障害による嗅覚機能障

害を引き起こすが，脳病変には明確な違いがあることがわかる． 

嗅覚障害は，「自然な」においを正しく識別できないことを特徴とする質的機能障害であ

る．嗅覚障害の基礎となる病理メカニズムについては議論があるが，いくつかの仮説が提唱

されている．OSN の部分的喪失，インターニューロンの喪失による嗅球の機能障害，嗅覚

統合／解釈に関与する中枢神経系の病理，再生 OSN の軸索タル形成異常を含む損傷後の嗅

覚地図の変化などである 24,25．これらの仮説と一致するように，本研究では，MeHg が嗅上

皮を少なくとも部分的に破壊し（図 6），顆粒細胞を傷害し（図 2），嗅皮質および高次皮質

領域で神経細胞死を引き起こすことが明らかになった（図 3 および 4）．したがって，これ

らの複数の障害が，MD患者における感覚障害の病因に関与している可能性がある． 

本研究は MeHg中毒における嗅覚機能障害の病態を解明するために行われた．その結果，

MeHg は外因性化学物質に対して脆弱な嗅上皮や嗅球だけでなく，嗅皮質のような高次脳領

域も傷害することがわかった．これらの結果は，MeHg中毒が嗅覚機能障害を引き起こすと

図 10︓メチル⽔銀の嗅覚系への作⽤ 
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いうさらなる証拠を提供するとともに，環境化学物質が嗅覚系にどのような障害を与える

かについて新たな知見を与えるものである． 

 

MeHg 誘発性神経細胞死・神経症状に対する 4-PBA の治療効果について 

ER ストレスを時空間的に解析できる ERAI-Venus Tg マウスを用いて，MeHg による神経

細胞死が観察された体性感覚野と線条体における ER ストレスを解析した．その結果，4-

PBA は MeHg による ERAI 陽性細胞数の増加を有意に抑制した（図 5）．一方，4-PBA は脳

内の水銀蓄積や体重には影響を与えなかった．さらに，MeHg による IRE1α-XBP1 経路（図

6）および PERK 経路の活性化も，4-PBA によって抑制された．さらに，TUNEL 染色を用い

て，MeHg による神経細胞死に対する 4-PBA の効果を調べたところ，4-PBA は MeHg によ

る TUNEL 陽性細胞数の増加を抑制した（図 7）．また重要なことに，4-PBA は MeHg によ

る神経障害を示す後肢伸展スコアの低下も抑制した（図 8）．これらの結果は，MeHg毒性に

対する 4-PBA の予防効果を示している．しかし，MeHg 毒性は進行性の神経変性を引き起

こす可能性があり，この病態の早期治療が重要である．そこでわれわれは，不可逆的な損傷

が発生する時点を分析した．その結果，30ppm の MeHg 曝露開始から 2 週間後に 4-PBA を

開始した場合でも，4-PBA は神経障害を軽減する効果があることがわかった（図 9）．これ

らの結果は，小胞体ストレスの抑制が，30 ppm MeHg 曝露の初期段階における MeHg毒性

に対する治療戦略の可能性を示している． 

今回の発見は，4-PBA の標的である ER ストレスと UPR が，MeHg 毒性の発現に中心的

に関与するシグナルであることを示している．しかし，MeHg による神経細胞死を直接誘導

する特定の因子は依然として不明であり，UPR の各因子を調節する方法を用いて，MeHg に

よる神経細胞死を in vivo で緩和できるかどうかを実証する研究が必要である．CHOP-KO マ

ウスを用いた我々の解析では，CHOP は MeHg 誘導性神経細胞死には関与しないことが示

唆されている．MeHg毒性における PERK 経路の関与については，PERK 阻害薬を用いてさ

らなる解析を行う必要がある．IRE1α によって媒介される ASK1/JNK 経路は，ER ストレス

によって媒介される CHOP 非依存性のアポトーシス経路である．MeHg は ASK1/JNK 経路

を活性化し 26,27，この経路の作用が，本研究で 4-PBA が MeHg による細胞死を抑制した理

由のひとつであると考えられる．加えて，ATF6 経路の活性化阻害に対する MeHg毒性への

影響については検討していない．MeHg による神経細胞死には，ER ストレス以外のメカニ

ズムが関与していることが調べられてきた．したがって，30 ppm の MeHg に曝露された最

初の 2 週間は，ER ストレスが毒性の主なメカニズムであるが（図 6），ミクログリアの活性

化など，他の細胞死メカニズムが誘導されることによって，細胞死が加速される可能性があ

る． 
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Ⅴ 結論 

1. マウスへのメチル水銀投与によって，嗅球の中でも特に嗅球顆粒細胞における神経細胞

死が顕著であった． 

2. メチル水銀投与によって，一次嗅皮質中，前嗅核（AON），背側蓋紐（dTT），腹側蓋紐

（vTT），嗅結（OT），梨状皮質（PIR），扁桃体皮質（COA）において TUNEL 陽性細胞

数の有意な増加を認めた． 

3. 二次嗅皮質中，眼窩前頭皮質（ORB）においてメチル水銀誘導性の神経細胞死が観

察された．  

4. 以上より，メチル水銀投与マウスにおいて，嗅覚伝導路である嗅球→一次嗅皮質→二次

嗅皮質において神経細胞死が認められ，嗅覚異常との関係性が示唆された． 

5. 小胞体ストレス抑制効果を有するケミカルシャペロン 4-PBA はメチル水銀投与による

小胞体ストレス惹起・UPR 活性化と神経細胞死・神経症状に対して抑制効果を示した． 

6. 4-PBA はメチル水銀曝露後，２週目までの投与でも有効であることを示した．これまで，

メチル水銀後から投与によっても有効な薬物の報告は無く，本知見はメチル水銀の初期

的な曝露に 4-PBA が有効であることを示す知見である．  

 

Ⅵ 今後の課題  

本研究ではマウス脳における新規メチル水銀誘導性神経細胞死部位の同定と 4-PBA の治

療可能時間域について明らかにしたが，今後解決しなければならない課題があり，次年度以

降に解析する予定である． 

１）嗅覚伝導路における神経細胞死に対する ER ストレスの関与 

マウスへのメチル水銀投与によって，嗅球の中でも特に嗅球顆粒細胞，一次嗅皮質（前嗅

核（AON），背側蓋紐（dTT），腹側蓋紐（vTT），嗅結（OT），梨状皮質（PIR），扁桃体皮

質（COA）），二次嗅皮質（眼窩前頭皮質（ORB））において，神経細胞死が観察された． 

これらの細胞死が ER ストレスを介しているのか否か，ERAI-Venus Tg マウスを用いて解析

する．また，ER ストレスを介することが示唆された場合，4-PBA の効果の有無についても

検証する． 

２）メチル水銀誘発性神経細胞死惹起機構の詳細 

 小胞体ストレス応答により，少なくとも 3 種の転写因子が活性化することが報告されて

いる．従って，メチル水銀による小胞体ストレス応答を介した神経細胞死には何らかの誘導

遺伝子産物が関与している可能性が推定された．そこで，小胞体ストレス誘発性細胞死が認

められた大脳皮質体性感覚野や線条体などにおける mRNA を経次的に調製し，RNA-seq を

実施する．どのような遺伝子が誘導あるいは減弱するのか，gene ontology 解析や gene set 

enrichment analysis を行い，その結果を踏まえて，神経細胞死機構に迫る予定である．  

３）メチル水銀曝露によって惹起される神経細胞死誘導部位の探索 

 メチル水銀曝露によって脳内で観察される TUNEL 陽性部位を調べた結果，嗅球や嗅覚伝
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導路を新たに同定することに成功した．このことは，これまでに神経細胞死が観察されてき

た大脳皮質や線条体など以外にも，新規障害部位が存在することを示唆するものである．事

実，申請者は既に未同定の領域を複数明らかにすることに成功している（未発表データ）．

そこで，それらの部位，回路，役割を明らかにする必要がある．加えて，水俣病患者の臨床

症状との相関を調べ，次に何を解析すべきか（優先性）の指標とする． 
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英文要約（Abstract)   
Methylmercury (MeHg) is an environmental neurotoxicant that results in severe brain disorders 

such as Minamata disease. Although some patients with Minamata disease develop olfactory 

dysfunction, the underlying patho-mechanism is still unclear. In this study, we, therefore, investigated 

the effect of MeHg on the olfactory system in vivo. Mice exposed to MeHg displayed significant Hg 

accumulation in the olfactory pathway, including the nasal mucosa, olfactory bulb, and olfactory 

cortex. The olfactory epithelium was partially atrophied and olfactory sensory neurons were 

moderated. The olfactory bulb displayed an increase in apoptotic cells, hypertrophic astrocytes, and 

amoeboid microglia, mainly in the granular cell layer. Neuronal cell death has been observed in the 

olfactory cortex, particularly in the ventral tenia tecta. Neuronal cell death was also remarkable in 

higher-order areas such as the orbitofrontal cortex. Correlation analysis exhibited that neuronal loss in 

the olfactory cortex was strongly correlated with the plasma mercury concentration. Our results 

indicate that MeHg is an olfactory toxicant that damages the central regions involved in odor 

perception. The model described here is useful for analyzing the mechanisms and treatment of 

olfactory dysfunction in MeHg-intoxicated patients. 

Subsequently, we studied whether intraperitoneal administration of the chemical chaperone 4-

phenylbutyric acid (4-PBA) at 120 mg/kg/day could improve neurotoxicity in the brains of mice 
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administered 50 ppm MeHg in drinking water for 5 weeks. 4-PBA significantly reduced MeHg-

induced ER stress, neuronal apoptosis, and neurological symptoms. Using ERAI-Venus Tg mice, in 

which ER stress can be analyzed spatiotemporally, we analyzed ER stress in the somatosensory cortex and 

striatum, where MeHg-induced neuronal cell death was observed. 4-PBA significantly suppressed MeHg-

induced increases in the number of ERAI-positive cells. MeHg activation of the IRE1α-XBP1 and PERK 

pathways was also inhibited by 4-PBA. Furthermore, 4-PBA was effective even when administered two 

weeks after the initiation of exposure to 30 ppm MeHg in drinking water. These results strongly 

indicate that ER stress and the UPR are key processes involved in MeHg toxicity and that 4-PBA is a 

novel therapeutic candidate for MeHg-induced neurotoxicity.  

 


