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水銀化合物の種類とその利用   

水銀は原子番号80番、融点が－38．9℃、沸点が357℃であり、常温で液体の唯一の  

金属である1）。地殻中の水銀の濃度は、各報告によって差はあるが、0．03ppm～0．09pp  

mと鉄（Fe：3．54～5．63％）や銅（Cu：30～55ppm）、亜鉛（Zn：60～70pp皿）など代  

表的な生体内必須金属と比較すると非常に低い値であることが知られている幻。数多く  

の水銀化合物はその化学的性状から無機水銀と有機水銀の2種類に大別される。無機水  

銀はさらに、電荷をもたない金属水銀（HgO）、一価（Hg＋）および二価（Hg2＋）の水  

銀に分類され、ハロゲン化物、酸類の塩、硫化水銀などの化合物が知られている。有  

機水銀はアルキル水銀、アリル水銀、アルコキシァルキル水銀等に分類され、メチル水  

銀、エチル水銀、フェニル水銀などがその代表例としてよく知られている（飢g．1）a）。  

elem8n七山m即CⅥⅣ  

（耳どI）  

mぼCWOl鳩（Hgり   

merc血c（Hg芦十）  

－（me七城icmercl道y，m肝ClばyV叩Or）   

－（HgCletc．）   

－（HgCちetc．）  

血organicm紺C叩  

merCl∬y  

†  

－（C‡もHgq etc．）   

－（C6H5HgCletc．）  

瑚memury  

arylmerc叩  

0曙a血cmercwy  
A址oxyanylmercury －（CH30C2H4HgCletc．）  

etc．  

Fig．10rgamicandinorgamiccompoundsofmercury3）   

水銀と人とのかかわりは古く、赤色の硫化水銀は顔料として紀元前3000年の縄文時  

代や紀元前1500年ころからエジプト装飾文化の中に取り入れられてきたと考えられて  

いる。また、紀元前3～4世紀の中国の青銅器に金メッキがされていることから、水銀  

一金アマルガムが使用されていたことが推定されている4）。水銀系農薬は、種子殺菌剤  

として塩化第二水銀や塩化エチル水銀、酢酸フェニル水銀が、植物痛菌に対する使用で  

は酢酸アニニル水銀やヨウ化フェニル水銀などが使われ、土壌殺菌剤としてはエチル燐  

酸水銀が多用されてきた5・6）。医薬品としては塩化第二水銀が内服用として、塩化第二  

水銀、オキシシアン化水銀、マーキュロクロム、チメロサールなどが消毒用や防腐剤と  

して使用されていた。しかし、これらの薬剤は、その毒性から、一部の検査薬を除き使  

用が制限され、現在ではほとんどが使用されなくなった4）。   

様々な産業で使用されてきた水銀化合物の一部は、環境中に放出されて現在でも生活  

費境中に残存している。有機水銀として環境中に放出された水銀も、微生物の作用によ  

り無機化が起こり、水銀イオン（Hgか）や、さらに還元を受けて金属水銀（HgO）とし  

6   



ても存在している7）。また、環境中では金属水銀が酸化され水銀イオン（Hgか）になり  

さらにメチル化等修飾を受けて、有機水銀の生成も行われている8，9）。この様に、環境  

中には様々な形の水銀化合物が存在して、地球上の生物に影響を与えている。  

水銀の毒性   

水銀はその性状により全く違った体内蓄積性や、毒性発現を示すことが知れれている  

10）。水俣病の原因物質として有名なメチル水銀はアルキル水銀の代表例であり、その毒  

性に関しては多くの研究が行われてきた。また、金属水銀や無機水銀に関しても中毒例  

が多数報告され、毒性研究の対象として古くから取り上げられてきた。それらの研究の  

蓄積は、化学物質の生体影響研究におけるモデルケースとして非常に重要なものと考え  

られている。また、環境汚染物質としてもその歴史は古く、環境問題の解決モデルや今  

後発生するであろう環境問題を未然に防ぐための資料としてその重要性が取り上げら  

れている11）。   

有機水銀の毒性に関しては、日本国内ではもとより海外でも水俣病の発生により広く  

知られるようになった。とくに、ハンターラッセル症候群を主症状とする中枢神経障審  

や、母体から胎児に水銀が移行して発症する胎児性の水俣病1叫は、その症状の重焦さ  

から人々の脳裏に焼きつくものである。   

無機水銀に関しては、歯科用アマルガムで使用された金属水銀が、継続的水銀蒸気暴  

露の原因として注目されたり1白）、水銀ランプなどの製造工場に従事する労働者の水銀  

蒸気の吸入と毒性発現14～17）の報告や、体内水銀の残存性18）に関する報告がなされてい  

る。水銀蒸気として人体が暴露を受けた場合、その吸収率は経口摂取による消化管から  

の吸収率（約1～2％）に比べ非常に高くなる（80～90％）事が知られている。吸入さ  

れた金属水銀は主に肺組織から吸収され、一部は肺で酸化を受けその場にとどまり肺の  

機能障害を起こし、その他は直接血祭中に溶けて赤血球や各臓器に移行して、そこで酸  

化されて二価の水銀（Hgか）として蓄積して毒性を発揮する3，19～21）。このような生体  

内における金属水銀（HgO）の酸化にはFig．2の①②に示すcatalase（CAT）によるH202  

の消去反応が関わり、③④の反応により酸化されていると考えられている。  

H202＋ CAT  →  CompoundI  

CompolmdI＋H202 →  CAT ＋2H20＋ 02  

・・・‥ 
・③  

‥・④   

H202＋ CAT  →  CompoundI  ・  

CompoundI＋HgO → CAT ＋HgO（Hg2十）＋H20  

Fig．2 0xidationofmetalhcmercl汀ybyca七alase  

金属水銀はその負荷状態（暴露濃度および暴露時間）により異なった臓器が標的臓器  

となり、違った症状を示すことが知られている細。高濃度暴露を受けるとまず肺に障  

害を受け、呼吸障害を起こす。また、腎機能障害は比較的早期からおこり、尿蛋白や糖  

が検出される。重症では腎不全を起こし死亡することも報告されている狙心。中程度の  
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濃度で比較的長い期間暴露を受けると、免疫異常を起こし糸球体性の腎炎を起こすこと  

が報告されている。さらに、低濃度で長期間暴露されると神経症状が発現する事が知ら  

れている3）。このような各臓器における機能障害発現には、水銀の蓄積性や臓器の感受  

性の違いが関与していると考えられる。   

さらに、人に対する影響評価に関して、特に高濃度暴露による急性中毒に関しては、  

不慮の事故などによる中毒患者のデータから検討が行われてきた。そのようなデータで  

は、水銀の影響には個人差が大きく出ることが指摘されている14・20・28）。   

多くの化学物質のヒトに対する作用に関しても個人差があることはよく知られてい  

る。化学物質の毒性を左右する因子として生物学的因子、環境因子、他の化合物との複  

合暴露、遺伝的因子、病理学的因子等に分けられる24）。このような個体差が生じる原  

因は、大きく先天的要因と後天的要因の2つに分類することもできる。前者に関しては  

古くから薬剤の効果における人種差や実験動物の種差、系統差による効果の違いなどが  

よく検討されてきた。最近ではDNAの一塩基多型（SNP）について調べられるよう  

になり、化学物質の影響予測・評価などに大きく貢献している。後者に関しては栄養状  

態や環境条件などに関係するものが主に行われているが、さらに今後十分な検討を行う  

必要があると考えられる。   

水銀の毒性発現に関しても、動物実験で性差細、種差26）、系統差27，28）および遺伝子  

多型29，80～38）など先天的要因について多くのデータが示されている。後天的な要因に関  

しては、栄養摂取B4J35）やアルコール摂取細などに関してのものが検討されてきた。  

本研究の内容   

このような中、金属水銀を含む無機水銀研究でいまだ十分に検討されていない問題も  

しくは、最近明らかにされてきた生命現象と関係深い事象として、水銀による生体影響  

の個体差および細胞死の機構があげられる。そこで、本研究では以下の3つの内容につ  

いて検討を行った。第1章では金属水銀の生体内動態を変化させる後天的因子としての  

運動負荷をとりあげ、第2章では無機水銀の腎毒性発現を変化させる後天的因子として  

の運動負荷、さらに、第3章では無機水銀による神経系細胞の細胞死についての検討を  

行った。  
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第1章  

金属水銀の生体内動態に及ぼす運動負荷の影響  
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1－1 目的   

金属水銀は水銀蒸気として人体が暴露を受けた場合、その吸収率は経口摂取による消  

化管からの吸収率に比べ非常に高くなる（61～88％）事が知られているめ。吸入された  

金属水銀は主に肺から吸収され、一部は肺で酸化を受けその場にとどまり肺の組織障害  

を起こす。その他は直接血祭中に溶けて赤血球や各臓器に移行して、そこで酸化されて  

二価の水銀（Hg2＋）として蓄積して毒性を発現する餌。金属水銀の生体内での酸化に  

はカタラーゼによるH202の消去反応が関与していると考えられている（序章p．7  

Fig．2）37，88）。   

金属水銀の毒性発現は水銀の組織内の蓄積量と組織の水銀感受性によって、その様式  

が変化する。また、人に対する影響評価に関して、特に高濃度暴露による急性中毒に関  
しては、不慮の事故などによる中毒患者のデータから検討が行われてきたが、そのよう  

なデータでは、水銀の影響には個人差が大きく出ることが指摘されている14・20，2幻。  

現代の生括スタイルは多様化し、さまざまな生活要素に関して生理的状態に個人差が生  

じている。そのような中で、ヒトの身体条件を大きく変える一因子として、運動負荷が  

考えられる。交通の発達やIT（informationtechnology）の普及など生活が便利になる  

と、身体情動量を増加させることなく生活できるようになる。職業によっても1日の身  

体括動量は大きく違ってくるが、運動習慣の有無によってさらに大きな差を生じている。  

人や動物に対する長期運動負荷は、血液や臓器中のカタラーゼ（catala＄e：CAT）やス  
ーパーオキシドデイスムターゼ（superoxide血smutase：SOD）、グルタチオンペルオ  

キシダーゼ（glutathioneperoxidase：GSHpx）などの抗酸化系酵素（Fig．3）の活性を  

上昇させることが知られている39，40）。  

H20 ＋ 02  H202  

H20  

Fig．3 AntioxidantenzymeBinvarioustisslleS  
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そこで、本研究では、長期運動負荷が水銀の体内蓄積量や、各臓器中の水銀蓄積性  

を変化させる因子であるか否かを検討することを目的として、水泳により長期連動負  

荷を与えたマウスと運動負荷を与えずに飼育したマウスを、安静状態で水銀蒸気に1  

回暴露して、水銀の体内蓄積量や各臓器中の濃度を経時的に測定し、水銀の体内蓄積  

量および臓器中水銀濃度について検討を行った。  
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1－2  方法  

実験動物および詞育条件   

動物は、C3HHe．Nの雄性マウスを、4週齢で購入して1週間の順化期間の後、5週  

齢より運動負荷群と非運動負荷群の2群に分けそれぞれの条件で9週間飼育した。実験  

期間中、運動負荷を行っている時間帯以外は、両群とも同一の飼育条件下に置いた。12  

時間ごとの明暗サイクルで、気温は22～24℃で湿度は55～60％に制御された飼育室内  

で、固形飼料（日本クレア（株）CE・2）および飲料水はいずれも自由摂取させて飼育  

した。  

運動負荷   

運動負荷はKanterら40）の連動負荷方法をもとに、水泳により1日1時間、週5日間  

の頻度で9週間行った。水温は28±2℃、縦37cmX横30cm、水深15cmの水槽を用い  

て緩やかな水流をつけて行った。運動負荷は明期に入ってから約3時間までの間に行っ  

た。9週間の運動負荷期間の後、1日の安静期間をおき、水銀蒸気への暴露を行った。  

実験群は、連動負荷群（Ex群）と非運動負荷群（N．Ex群）の2群を設定した。抗酸化  

系酵素の活性測定実験の流れはFig．4に示した。水銀蒸気暴露実験の流れはFまg．5に示  

した。  

Flg．4Experimentalpr∝ed11代触pr印arahonofanindstoas8aythe  
activities ofantioxida血e山野mes w地andwitol止exercisestres8  
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水銀蒸気暴露および剖検   

9週間の運動負荷が全て終了した後に、1日の安静期間をおき、ExおよびN．Exの両  

群からそれぞれ、水銀蒸気非暴露のマウス（酵素活性測定用）を無作意に選び、水銀代  

謝測定用ガラスケージ（スギヤマゲン株式会社）内に入れ、大気を通気（1，000ml／min）  

して1時間おき、その後剖検を行い各臓器のサンプリングを行った。剖検はエーテル深  

麻酔下で行った。開胸後、心採血を行い生理食塩水で心海流をして脱血を行った後、脳、  

JL、臓、肺、肝臓、腎臓を摘出した。血液は遠心分離機により2，400×gで10分間遠心  

分離を行い、血購および白血球層を除去して、生理食塩水を用いて3回洗浄を行った後、  

赤血球成分を得た。取り出された臓器および赤血球は超低温用のガラス製サンプルビン  

に入れ窒素ガスを封入し、密閉して－80℃で酵素括性測定時まで保存した。  

dissectionat4Bhr＄aAerHgPexposu∫e  
NonExerci＄e訂OuP  

4we慮sdd 5  We由dd14w 蜘onim血榊r叩ure 

water）  me血bohcca官   wat即）   
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水銀蒸気暴露は、マウスを水銀代謝測定用ガラスケージ（スギヤマゲン株式会社）内  

に入れ、汚染物質発生導入装置GAS・104（株式会社島津製作所）により発生させた水  

銀蒸気（3．5mg／m3）を1分間に1，000mlの流速で1時間行った。   

暴露終了直後、24時間後および48時間後の3時点でEx群、N．Ex群それぞれから  

取匹づっ無作為に選び、剖検を行った。剖検はエーテル深麻酔下で開胸後、心採血を行  
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い生理食塩水で心潅流をして脱血を行った後、脳、心臓、肺、肝臓、腎臓を摘出した。  

各臓器は水銀測定用の試料をとり、残りは酵素活性用の試料として、超低温用ガラス製  

サンプルビンに入れ、窒素ガスを封入して測定まで－80℃で保存した。血液は遠心分離  

機により2，400×gで10分間遠心分離を行い、血祭サンプルを得た後、白血球層を除  

去して、生理食塩水を用いて3回洗浄を行った後、赤血球成分を得た。  

酵素活性測定用試料の調整および酵素活性の測定   

赤血球は4倍量の蒸留水を加えて溶血を行った後に、50mMの燐酸緩衝液（pH7．0）  

もしくは100mMⅡi8HCl緩衝液（pH7．0）を加えて、カタラーゼおよびグルタチ  

オンペルオキシダーゼ活性の測定範囲の濃度までそれぞれ希釈して使用した。また、  

SOD活性測定用試料はTsucbihasbi法41）によりヘモグロビンを除去して、測定試料と  

した。   

各臓器は、10倍量の50mMの燐酸緩衝液（pH7．0）を加えて、テフロンホモジナ  

イザ一により氷冷中窒素気流下で破砕して、これを2，400×gで10分間遠心分離を行  

い、得られた上清をさらに105，000×gで30分間の遠心分離を行い、その上清を酵素  

汚憶測定用の試料とした。   

CAT活性の測定は、Cohenら42）の方法により測定した。GSHpx活性はLittleら48）  

の方故により測定した。また、SOD活性ほBeauchamp44）らの方法により行った。各測  

定における吸光度はI）oubleBeamU．V2000Spectrophotometer（島津製作所）に、  
恒温セルホルダーをセットして測定を行った。  

水銀測定試料の調製および水銀濃度の測定   

血液および各臓器中の水銀濃度の測定は、湿式灰化・遭元気化原子吸光絵札46）によ  

り総水銀凍度として測定した。摘出した臓器は重量を測定した後に、100mlのガラス  

容器に約200mgを秤量して入れ、硝酸5mlを加え室温で約1日放置し、十分に液化  

したことを確認した後に、蒸留水：硫酸＝1：1（体積比）に希釈した硫酸5mlを加え、  

さらに飽和過マンガン酸カリウム水溶液10mlを加え、発泡がおさまった後に飽和過マ  

ンガン酸カリウム水溶液30mlを追加して、1週間室温で放置した。その後、40％塩  

酸ヒドロキシルアミン水溶液4mlを加え擾拝し、完全に脱色、発泡したのを確落した  

後に、全量が70mlになるまで蒸留水を加えた。   

摘出した臓器以外の残骸は、100mlの丸底フラスコに入れ、20mlの硝酸を加えて  

24時間加温して液化した。完全に液化したのを確認した後に、硝酸を加えて総量を  

70皿1にした。この試料を100mlのガラス容器に5ml分取して、上記の方法で湿式灰  

化を行った。   

ガラスボールを用いた洗気ビン中で、一定量の上記の試料に2NH2SO4を加えて全量  

を20mlにした後に、10％塩化第一スズ（in2NH2SO4）を1ml加えて水銀の遭元を  

行った。エアーポンプにより暴気して、気化した水銀をフレームレス原子吸光装置（ス  

ギヤマゲン253型水銀分析計）により検出した。塩化第二水銀を2N H2SO4で希釈し  

て水銀榛準液として、上記の方放で測定し、得られた僅から最小2東浜により検量線を  

求め、試料中の水銀濃度を算出した。得られた結果は、臓韓（血液）1g（湿重量）に対  
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する水銀量（工噂／g）で表した。   

また、各臓器平水銀濃度に臓器の重量をかけて、各臓器中水銀量を算出した。血液中  

の水銀量は、各マウスの体重の7．6％を血液量として、全血中の水銀濃度を乗じて概算  

した。これらの各臓器中および血液中の水銀量と残骸中の水銀量を加えて、マウスの体  

内水銀量を算出した。  

データ処理および統計処理   

得られたデータは各群ごとの平均値と標準偏差（SD）を算出し、グラフまたは表形  

式で示した。さらにEx群とN．Exの2群間での比較はtⅥrO組mpleT・teStを用いて有  

意差検定を行った。また、水銀暴露直後、24時間後、48時間後の3時点での値の比較  

はonewayANOVAにより分散分析を行ったのちに、各群間での有意差検定を行った。  

有意差は危険率5％未満（p＜0．05）および1％未満（p＜0．01）の2段階で表示した。  
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1－3  結果   

順化期間中および運動負荷期間中、マウスの体重は運動負荷群、非運動負荷群ともに  

標準的な増加を示し、運動負荷終了時において両群間の体重に有意差は見られなかった。  

酵素活性   

9週間の運動負荷終了後の各臓器および赤血球中CAT．、GSHpx、SOI〕活性値を  

Tablelに示した。  

Tbbk）1An也oxodantenzyme aCtivitiesinvarioustissues  
and redbloodceⅡsinExmice and N．馳mke  

也ss眠   en野Ⅱ肥  N．Ex  馳  

brain  CAT  7．0土  

GSI和Ⅹ 10．2土  
SOD  33．1土   

山Ilg   α甘   8824土  

GSI和Ⅹ 10．9土  
SOD  52．0土   

地art  CAT  41．4土  

GSHpx  9．0土  
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SOD  くは．5土 14．5   

CAT   1263土  236  
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SOD   451．9土 134．0  

払佗r  293  

26．4  

195．5   

165  
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GS恥1胡＝．3土 13．0  ☆☆ 176．4土  
SOD  73．8土 10．9  91．5土   

Ⅰ℃dblood CAT  80．2土  4．9  ☆☆   95．9土   
僅nS （遣Hpx 92．7土  7．2  抽 132．4土  

SOD   437．7土 73．0   ☆  556．0土  
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p＜0．05触en馳andN．Ex．  
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CAT活性は肺で高く、次いで肝臓および腎臓で高い値を示し、脳や心臓では他の臓  

器と比べると低い活性値を示した。Ex群とN．Ex群との比較では、腎臓および赤血球  

中でN．Ex群に比べEx群が有意に高い値を示した。GSHpx括性は肝臓、腎臓および  

赤血球で、他の臓器と比べ高い値を示した。Ex群とN．Ex群との比較では、CAT活性  

と同様に腎臓と赤血球でN．Ex群に比べEx群が有意に高い値を示した。SOD活性は肝  

臓と赤血球で他の臓器と比べ、高い活性値を示した。Ex群とN．Ex群との比較では、  

肝臓および赤血球でN．Ex群に比べEx群が有意に高い値を示した。  

体内水銀量   

水銀蒸気に暴露した後の体内水銀量の変化をF短．6に示した。   

N．Ex群Ex群ともに暴露直後で最も高い値を示し、24時間後48時間後と経時的に  

減少する傾向が見られた。とくに、暴露後48時間の値は両群とも暴露直後と比べて有  

意に低い値を示した。運動負荷群（Ex群）と非運動負荷群（N．Ex群）との比較では  

暴露後どの時点においても有意な差は見られなかった。   

これらのことから、一旦体内に吸収された水銀は暴露後48時間で25～30％程度が  

排出されることが明らかになった。   
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各臓器および血液中の水銀凍度   

Fig．7に脳内水銀濃度の経時的変化を示した。N．Ex群は3時点全てで120n如程度  

で経時的に変化を示さなかった。Ex群は暴露直後ではEx群同様の120ng座線度であ  

ったが、経時的に増加して24時間後で約150ng／g、48時間後では約160ng／gの濃度  

を示した。Ex群（p＜0．05）とN．Ex群との比較では、水銀暴露後24時間と48時間で  

N．Ex群に比べEx群で有意に高い値を示した。  
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F短．8に心臓中の水銀濃度を示した。N．Ex群では暴露直後400ng鹿程度であった  

が、24時間後、48時間後と経時的に有意な減少を示した。一方Ex群では暴露直後  

400ng／gを示し、その後有意な濃度変化を示さなかった。Ex群とN．Ex群との比較で  

は、水銀暴露後24時間と48時間でN．Ex群に比べEx群で有意に高い値を示した。  
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Fig．9に肺の水銀濃度の変化を示した。肺での濃度変化は、暴露直後に両群とも2000  

～2500ng／gと高い濃度を示し、その後24時間後までに急激な減少を示し、48時間後  

には暴露直後の1／10程度の値にまで減少した。N．Ex群とEx群の間には3時点とも有  

意な差は見られなかった。  
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Fig．10に肝臓中の水銀濃度の変化を示した。肝臓中の水銀凍度は、両群とも暴露直  

後80～90ng／gで経時的にわずかに増加する傾向を示したが、Ex群では統計的な有意  

差は見られなかった。N．Ex群は、暴露24時間後に120明夜程度まで統計的に有意な  

上昇を示し、48時間後でも暴露直後に比べ有意に高い値を示した。しかし、Ex群と  

N．Ex群との比較ではどの時点でも有意差は見られなかった。  
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Fig．11に腎臓中の水銀濃度の変化を示した。N．Ex群は暴露直後1，000工噂／gと高い値  

を示し、さらに24時間後では3，000n釘gまで有意な上昇を示した。その後、48時間  

後までに2，300ng／g程度まで有意な減少を示した。しかし、暴露直後と比較すると48  

時間後でも有意に高い値であった。Ex群は、N．Ex群と同様に暴露直後に1，000爪音庵  

と高い値を示し、さらに24時間後では2，400ngノgまで有意な上昇を示し、その後は有  

意な変化は見られなかった。Ex群とN．Ex群との比較では、水銀暴帝24時間後にEx  

群に比べN．Ex群で有意に高い値を示した。  
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Fig・12に全血中の水銀濃度の変化を示した。N．Ex群では暴露直後90n如であった  

が、24時間後までに20ng／gまで急激に低下し、その後はほとんど変化を示さなかっ  

た。Ex群では暴露直後に80ng／gを示し、24時間後までの間ではほとんど濃度変化を  

示さなかった。しかし、48時間後には30ngノgまで有意な低下を示した。Ex群とN．Ex  

群との比較では、水銀暴露24時間後にN．Ex群に比べEx群で有意に高い値を示した。  

八
U
 
 

2
 
 

1
 
 

（
¢
n
笠
叫
｝
 
 

0
 
 

0
 
 

0
 
 

6
 
 

史
U
 
 

0
 
 劇

葺
加
J
眉
扇
召
崇
。
誌
H
 
 

0
 
 

0
 
 

4
 
 

2
 
 

0
 
 

24  48  

Timea鮎rHgexposurehr）  

ng．12  Mercuryconcentrationinwholebloodabrexpo8ure  

tomercwyvapour．Vhlue8aremean±SD（ng壬Ig／gwbole  

blood）．Ex：exercisedmice，N．Ex：non・eXerCisedmice，  

＊：p＜0．（ExvsN．Ex），a：p＜0．01（Ohourvs24hours），  

c：pく0．01（ObowⅦ48bours），e：p＜0．01（2瓜0Ⅵr8V8亜も0Ⅶr＄）．  

23   



Fig．13に血祭中の水銀濃度変化を示した。両群とも経時的に減少する傾向を示した  

が、N．Ex群では水銀暴露直後に比べ24、48時間後ともに有意に低い値を示したのに  

対して、Ex群では48時間後のみで有意に低い値を示した。また、Ex群とN．Ex群と  

の比較では、水銀暴露24時間後にN．Ex群に比べEx群で有意に高い値を示した。  
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Fig．14に赤血球中の水銀濃度を示した。N．Ex群では暴露直後50ng／g程度であった  

が、24時間後、48時間後と経時的に減少を示し、48時間後では暴露直後と比べて有  

意に低い値であった。一方、Ex群では暴露直後約60ng／gを示し、その後有意な濃度  

変化を示さなかった。Ex群とN．Ex群との比較では、水銀暴露後24時間と48時間で  

N．Ex群に比べEx群で有意に高い値を示した。   

これらのことより、N．Ex群に比べEx群では脳、心臓、血液中での水銀の残存性が  

高いことが示された。また、腎臓では水銀暴露24時間後のみであったが、N．Ex群か  

高い値を示すことが明らかになった  
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1－4  考察   

本研究は長期間の運動負荷によって起こる生理的な変化が、水銀蒸気に暴露されたと  

きの体内水銀蓄積量やその排出、各臓器中への蓄積を変えるか否かを明らかにすること  

を目的に、マウスに9週間の運動負荷を与えて、その後安静状態で水銀蒸気に暴露して  

水銀の体内蓄積等について測定を行った。   

今回行った運動負荷はマウスの体内の抗酸化系酵素活性を上昇させるものであった。  

これは、Kanterら40）の結果とほぼ一致するものであった。Kanterらは、マウスに水  

泳により1日50～55分間、週5日間の強度で9週間運動負荷を行った。その結果、血  

接中のCAT、GSHpxおよびSODの括性が、安静飼育したマウスに比べ、有意に高い  

値となることを示している。今回の実験でも、運動負荷を与えたマウスの赤血球中の  

CAT、GSHpxおよびSODの活性は安静飼育したマウスのものに比べ、有意に高い値  

を示した。さらに、Ohnoら89）は人に対する10週間の運動負荷でも赤血球中の抗酸化  

系酵素油性が上昇することを明らかにしている。これらのことから、ここで観られた抗  

酸化系酵素の活性上昇は、運動負荷を原因とする酸化ストレスの増加に対する生体適応  

反応であると考えられる。また、今回行った運動負荷は、運動負荷と水銀の毒性の関係  

を検討するのに適当なモデルとなることが考えられた。   

水銀蒸気に暴露されたとき、水銀の主要な体内吸収経路は経気道によるものである。  

とくに、イオン化されていない金属水銀（HgO）は肺胞から拡散により、速やかに血薄  

中や肺組織に取り込まれる。血液中に入ったHgOは赤血球や各臓器に移行して、そこ  

で酸化されHg2＋の状態になる88・47）。Magosらは生体内のHgOの酸化にはCatによる  

H202の消去反応がかかわっていることを示している37）。さらにOgataらは体内Cat  

活性が先天的に低いacatalasemiaのマウスやヒトの赤血球を用いた研究により、Cat  

活性とHgOの生体内酸化について詳細に調べている30～82，48）。これらの研究より、生体  

内ではFig．2に示した反応がHgOの主要な酸化反応であることが考えられる。また、  

Catの基質であるH202の濃度も赤血球中の水銀酸化とその蓄積性に影響を与えること  
が示されている細。   

さらに、生体内ではHg2＋からHgOへの還元反応が起こっていることが明らかにされ  

ている。その反応には02‾がかかわっている事が示されている細）。Ex群の赤血球中で  

CAT活性とSOD活性が高い値を示したことは、赤血球中での水銀の酸化遼元反応が酸  

化の方向に進みやすい条件になっていることを示し、この赤血球内での水銀残存性が高  

くなった理由として考えられる。   

また、赤血球においてはGSHpxによるH202消去反応でもCATと同様にHgOの酸  

化を行うことが示されている。しかし、その反応速度は非常に低く、生理的条件下では  

CATの約1／40程度であることが示されている48）。さらに、H202の消去に関してCAT  

は競争的に働く 49）ことから、生理的条件下では赤血球の水銀取り込みを減少させる医  

子となる可能性も考えられる。   

今回運動負荷により赤血球中のCAT活性は非運動負荷群の約1．2倍の活性値を示し、  

GSHpx活性は約1．4倍と、カタテーゼの活性上昇を上回るものであった。しかし、赤  

血球中の水銀残存性はEx群で高く、水銀の酸化畳も多いことが示唆された。このこと  

より、運動負荷によるCAT活性の上昇は水銀酸化を増加させ，、GSHp文語性の上昇は  
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水銀酸化を大きく減少させるものではなかったことが考えられた。   

赤血球と同様に他の臓器でも水銀の臓器中の蓄積にはCATによるH202消去反応が  

かかわっている辛が示唆されている37）。今回の実験では赤血球に加え、脳と心臓でN．Ex  

群に比べEx群で高い水銀の残存性が観察された。しかし、脳と心臓中のCAT活性は  

N．Ex群とEx群との間で差は見られなかった。このことより、今回、脳および心臓で  

見られたN．Ex群とEx群との水銀濃度の違いは、臓器中CAr活性によるものでなく、  

血液中の水銀濃度の違いや、臓器中のH202の生成量の違いなどCAT活性以外の条件  

によることが考えられる。   

本研究では、長期運動負荷を与えたマウスと安静飼育したマウスを水銀蒸気に暴露し  

て体内水銀量の変化を経時的に測定した。その結果、水銀の総取り込みと総排出に差は  

見られなかったが、運動負荷を与えたマウスでは水銀の血液中の残存性が高くなったり、  

標的臓器の一つである脳や心臓内の水銀蓄積性が高まることが明らかになった。しかし、  

無機水銀の急性、亜急性中毒時の主要な標的臓器である腎臓中の水銀濃度は、一時的で  

はあるが、運動負荷を与えたマウスでは低くなることが明らかになった。   

このように、長期の運動負荷は水銀の生体内動態を変化させる後天的な因子であるこ  

とが明らかになった。序章でも述べたように、水銀の毒性を変化させる因子の研究は重  

要視されている。そのため、運動負荷と水銀毒性の発現に関してさらに詳しく調査する  

ことは重要な課題であると考えられる。  
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第2章  

無機水銀の腎毒性に及ぼす運動負荷の影響  
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2－1 目的   

第1章で述べたように、金属水銀（HgO）は蒸気として呼吸器に吸入されると、80％  

以上の吸収率で体内に取り込まれる。吸収されたHgOは肺や赤血球および各臓器で酸  

化されてHg2＋となり体内に貯留して、細胞障害を引き起こす。このような水銀の毒性  

発現は各臓器の水銀蓄積性と、臓器の水銀に対する感受性によって変化すると考えられ  

る。すなわち、水銀の蓄積性の高い臓器は標的臓器として障害を受けやすく、また、同  

程度の水銀蓄積量であっても感受性の高い（細胞障害性の高い）組織では重大な影響を  

受けることになる20）。   

第1章では長期運動負荷を与えたマウスを水銀蒸気に暴露した時の血液中の水銀残  

存性や脳内水銀濃度が、運動負荷を与えていないマウスに比べ高くなること等を示し、  

長期運動負荷が水銀の生体内動態を変化させる後天的な因子であることを明らかにし  

た。   

第2章では第1牽の結果から毒性発現の検討が必要であると考えられたため、長期的  

な運動負荷が無機水銀による腎障害の発症に影響を及ぼすか否かを検討することを目  

的として、水泳により長期運動負荷を与えたマウスと運動負荷を与えずに飼育したマウ  

スに塩化第二水銀（HgC12）を投与して、水銀の腎臓内蓄積量や尿中の蛋白、糖を経時  

的に測定して、運動負荷が無機水銀投与による腎機能障害を変化させる後天的な因子で  

あるか否か検討を行った。   

さらに、無機水銀による毒性発現機構の1つとして、括性酸素種による細胞障害があ  

ることを示唆する報告がなされている50封）。そのため、本研究では無機水銀による腎  

障害発症に括性酸素種による細胞膜障害が関与しているか否かをあわせて検討するた  

めに、水銀投与後の腎臓中の過酸化脂質量を測定し、検討を行った。  
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2－2 方法  

実験動物と運動負荷  

ICR系のマウス（5適齢）を無作為に運動負荷群と非運動負荷群に分け、連動負荷群  

は第1章で行ったのと同様の方法4q）で、1日1時間、週5日間の頻度で9週間の運動  

負荷を行った。実験期間中マウスは12時間の明暗サイクル、気温23±1℃、湿度55％  

の人工気象室内で飼育を行った。固形飼料（CE2、日本クレア）および水の摂取は自由  

摂取とした。運動負荷は明期に入ってから約3時間までの間に行った。9週間の運動負  

荷を行った後、1日の安静期間をおき、水銀もしくは生理食塩水の投与を行った。実験  

群は、運動負荷を行い水銀を投与した群（Ex＋Hg群）、運動負荷を行い生理食塩水を投  

与した群佃Ⅹ群）、連動負荷を行わず水銀を投与した群（N．Ex＋Hg群）、運動負荷を行  

わず生理食塩水を投与した群（N．Ex群）の4群を設定した。腎障害の指標となる尿中  

の蛋白質および糖の測定実験の流れをF短．15に示した。  
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無機水銀の投与、尿検査および剖検   

投与液は、塩化第二水銀（試薬特級、Sigmaco．1td．）を生理食塩水で溶解して100mg  

（asHg）／1の濃度に調整して、3．Omg（asHg旭g（体重）の割合で背部皮下に1回投与  

を行った。また、投与対照群は30ml肱g（体重）の生理食塩水を背部皮下に投与した。   

尿検査は各投与液投与前、投与後3時間、投与後24時間および投与後48時間の4  

時点で採尿して、エームス試験紙（三共）を用いて尿蛋白および糖の測定を行った。判  

定は尿蛋白、糖ともに－、±、十、2＋、3＋、4＋の6段階の濃度評価で行った。   

腎臓中の水銀濃度および過酸化脂質測定実験の流れを酌g．16に示した。   

ノ  
搬出mぱ職α曲  

蝕撼α1彿触a鮎ど地血肌  

ア…撃血＼  迅政d紀gm御  

地dd 5Ⅶ癒dd ／／  

＞  

鞄鳩蜘卿血肥伽‡猥卿血孟皿ば血感触Ⅱ恍軌鵬止ば‡海  

血皿縦dM払血m血軸  
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腎臓中の水銀濃度および過酸化脂質の測定を行うため、各投与液の投与後3時間、投  
与後24時間および投与後48時間の3時点で、各群5匹を無作為に選び、エーテル深  

麻酔下で心採血を行い生理食塩水で心潅流をして脱血を行った後、左右の腎臓を摘出し  

た。片方の腎臓は水銀測定用として秤量して100mlのガラス容器に入れた。もう片方  
の腎臓は超低温用のサンプルビンに入れ窒素封入して－80℃で保存した。  

腎臓中水銀濃度の測定   

腎臓中の水銀濃度の測定は、1章で示したのと同様の方法で、湿式灰化・遼元気化原  

子吸光法45，46）により総水銀濃度として測定した。水銀測定用の腎臓は秤量して100ml  

のガラス容器に入れた後に、直ちに硝酸5mlを加え室温で約1日放置し、十分に液化  

したことを確認し、蒸留水：硫酸＝1：1（体積比）に希釈した硫酸5mlを加え、さら  

に飽和化マンガン酸カリウム水溶液10mlを加え、発泡が治まった後に飽和化マンガン  

酸カリウム水溶液30mlを追加して、1週間室温で放置した。その後、40％塩酸ヒド  

ロキシルアミン水溶液4mlを加え擾絆した後に、全量が70mlになるまで蒸留水を加  

えた。   

ガラスボールを用いた洗気ビン中で、一定量の上記の試料に2NH2SO4を加えて全量  

を20mlにした後に、10％塩化第一スズ（in2NH2SO4）を1ml加えて水銀の遭元を  

行った。エアーポンプにより暴気して、気化した水銀をフレームレス原子吸光装置（ス  

ギヤマゲン253型水銀分析計）により検出した。塩化第二水銀を2N H2SO4で希釈し  

て水銀標準液として、上記の方法で測定し、得られた健から最小2乗法により検量線を  

求め、臓器中水銀濃度を算出した。   

得られた結果は、臓器1g（湿重量）に対する水銀量（〃g／g）で表した。  

腎臓中退酸化脂質の測定   

腎臓は10倍量の1．15％KClを加え、テフロンホモジナイザーを用いて窒素ガス気  

流下で十分に破砕して試料とした。過酸化脂質の定量は過酸化脂質の分解によって生じ  

るマロンジアルデヒド（MDA）がチオパルピッール酸と縮合した結果生じる赤色物質  

を532nmで比色定量するAsakawaらのチオパルピッール酸（TBA）法52）で行った。  

測定試料中の蛋白質はプロテインアッセイキット（Bio・Rad社製）を用いBrad血rd法  

53）で測定した。】〕oubleBeanU．V2000Spectrophotometer（島津製作所）を用いて、  

595nmにおける吸光度を測定した。また、標準物質として牛血清アルブミンを蒸留水  

に希釈して、同様の方法で測定した値から検量線を作成して、試料中の蛋白質量を求め  

た。得られた結果は試料中の蛋白質1mgあたりのマロンジアルデヒド（MDA）量（n  

mol／mgprotein）として表した。  

データ処理および統計処理   

尿検査の結果はWincoxon－MannWbitnytes七により各群の間での有意差検定を行  

った。また、腎臓中の水銀濃度およびMDA濃度はone・WayANOⅥlにより分散分析  

を行った後に、各群間の有意差検定を行った。  
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2－3 結果   

運動負荷期間中、マウスの体重は運動負荷群、非運動負荷群ともに標準的な増加を示  

し、運動負荷終了時において両群間の体重に有意差は見られなかった。  

尿検査   

尿中の蛋白質の変化をFig．17に示した。   

水銀投与前の尿中の蛋白質は運動負荷の有無にかかわらず、±もしくは＋を示し特に  

差は見られなかった。また、生理食塩水投与群では全ての検査で±もしくは＋を示し、  

特に変化は見られなかった。水銀投与後3時間ではEx＋Hg群、N．Ex＋Hg群ともに5  

匹中4匹が2＋を示し、それぞれEx群、N．Ex群に比べ有意（P＜0．01）に高い値となった。   

また、投与後24時間ではEx十Hg群では3匹、N．Ex＋Hg群では5匹が3＋を示し、  

高濃度の尿蛋白が検出された。投与後3時間と同様に、それぞれの群の生理食塩水投与  

群に比べ有意（P＜0．01）に高い値となった。さらに、投与後48時間ではEx＋Hg群の4  

匹が3十、1匹が2＋で、Ex群に比べ有意（P＜0．01）に高い値となったのに比べ、N．Ex＋Hg  

群では4匹が2＋、1匹が＋とすべての個体で低下してN．Ex群との間に有意差は見ら  

れなかった。  

PrOtein concentration  
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●N．Ex＋Hg   
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▲Ex＋Hg  

＊ ＊  
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▲  
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0 0  瓜  
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3＋  

2＋  

＋  

＋  

＊  ＊  

「ユ巳  
①●  瓜▲   

○（王） 瓜  

（ED疇■lカ払∧▲1■   

0 0 ● △ ▲  

3bours  48 hours 24bo∬S   befbre  

Fig．17  E飴cts ofinorga血c mercury admi8tration on tuinary protein  

concentrationintheexercisedmiceornonexercisedmice．N．Ex：nonexercised  

andsaline admini畠teredmice，Ex：exercisedandsalinea血血steredmice，  

N．Ex＋Hg：nonexercisedandHgClヱa血止血8teredmice，Ex＋ⅡgニexerciBCdand  

HgCl2admi血steredmiee，＊：P＜0．01．  
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尿中の糖濃度の変化をF短．18に示した。   

尿中の糖は、投与前および投与後3時間ではどの群もーのみで、全く検出されなか  

った。また、生理食塩水投与群では投与後どの時点でも糖は検出されなかった。  

一方、水銀投与後24時間のEx＋Hg群では3匹が3＋を示した。N．Ex十Hg群は2匹が  

3＋を示し、3匹が2＋であり、N．Ex群に比べ有意（P＜0．01）に高い値となった。さらに、  

投与後48時間ではEx＋Hg群で1匹が3＋、1匹が2＋、他の3匹が±を示し、Ex群  

に比べ有意（P＜0．01）に高い値となった。N．Ex＋Hgでは1匹が＋を示したのみで、他の  

4匹は－を示し、N．Ex群との間に差は見られなかった。  

glucose concentration  

ON．Ex  
●N．Ex＋Hg  

△Ex  

▲Ex十日g  

偲班■■雌独塾生  働■■邦雄u■■  

3houm  befbre  24 hours 48 hours 

Fig．18 E飽ct80finorganicmemufyadmimistrationonunnaryglucose  

COnCentrationintheexercisedmiceornonexercisedmice．N．Ex：nonexerci8ed  

andsalineadmini8teredmice，Ex：exercisedandsahneadmimi8teredmice，  

N．Ex＋Hg：nonexercisedandHgC12admimisteredmice，Ex＋Hg：exerci8edand  

HgCl2administeredmice，＊：P＜0．01．  
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腎臓中の水銀濃度   

腎臓中水銀浪度をFig．19に示した。  

Bx＋Hg群、N．Ex＋Hg群ともにEx群、N．Ex群に比べ全ての時点で有意に高い値を示  

した。また、Ex＋Hg群とN．Ex十Hgを水銀投与後の各3時点で比較した場合、両群間  

に有意な差は見られなかった。   

一方、Ex＋Hg群およびN．Ex＋Hg群それぞれを経時的に比較した場合、Ex＋Hg群は  

投与後3時間が最も高い値を示し、24時間後、48時間と経時的に減少を示した。有意  

差検定の結果、投与後3時間と投与後24時間（p＜0．05）および投与後3時間と投与後48  
時間（p＜0．01）との間で有意差が見られた。また、N．Ex＋Hg群でも投与後3時間が最も  

高い値を示し、24時間後、48時間と経時的に減少を示した。統計的な有意差は、投与  

後3時間と投与後48時間（pく0．01）との間でのみ検出された。  
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Fig・19 Hgconcentrationinkidneyat3，24，48hour8a氏eradmimistrationofHgC12  

0rSalineinexercisedor nonexercisedmice．Ⅵ11ue8are mean±Sl）（FLg／g  

ti88ue）．N．Ex：nonexemied andsa追ne admin由teredmice，Ex：exerci8ed and  

salineadmimiBteredmice，N．Ex＋Hg：nonexemi8edandHgC12admini8teredmice，  

Ex＋Hg：exercisedandHgCl2admimistered mice・＊＊：p＜0・01・  
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腎臓中の過酸化脂質濃度   

腎臓中のMDA濃度をTable2に示した。投与後全ての時間でEx＋Hg群、Ex群、  

N．Ex十Hg群、N．Ex群の4群間における腎臓中Ml〕A濃度に有意な差は見られなかっ  

た。また、それぞれの群内での投与後の3時点でのMDA濃度を比較した結果、全ての  

群において経時的な変化は観察されなかった。  

Taも1e2 MDAconcentrationinkidneyat3，24，48hoursa氏eradministration  

OfHgC120rSalineinexercisedornonexercisedmice・  

timeaAeradmistrationofHgC12  

3hrs  24h・S  48ks  condition   

0．41± 0．24   

0．38 ±0．08   

0．47 ± 0．14   

0．42 ±0．12  

0．37 ± 0．10  0．48 ± 0．21   

0．40 ± 0．06  0．37 ± 0．04   

0．44 ± 0．09  0．42 ± 0．02   

0．40 ± 0．08  0．43 ± 0．07  

N．Ex   

N．Ex十抽  

Ex   

Ex＋Hg  

Valuesaremean±SD（nmoIMDA／mgprotein）．N．Ex：nOneXerCisedandsaline  
administeredmice，Ex：eXerCisedandsalineadministeredmice，N．駄＋Hg：nOn  
exercised8ndHgC12administeredmice，Ex＋Hg：eXerCisedandHgC12  

administered mice 
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2－4 考察   

尿中の蛋白質および糖は腎障害の指標として一般的に用いられる54）。今回の結果で  

は、マウスに塩化第二水銀を3．Omg（asHg）nig（bodyweight）背部皮下に投与すると、投  

与後3時間と比較的早い時期から尿中に蛋白および糖が検出されて、腎機能に障害が出  

ることが示された。また、尿中の蛋白濃度の増加は、糖が検出されるより早期から見ら  

れることが明らかとなり、尿蛋白は糖に比べ水銀毒性の鋭敏な指標となることが示され  

た。   

N．Ex＋Hg群の尿蛋白は、投与後24時間で最も高い値を示し、48時間後には減少し  

ているのに対して、Ex＋Hg群は48時間後まで上昇を続けている。さらに、糖では  

N．Ex＋Hg群が投与24時間後に、N．Ex群に比べ有意に高い値を示した後、48時間後  

では低下しているのに対して、Ex十Hg群では48時間後にEx群に比べ有意に高い値を  

示した。このことから、無機水銀投与前の長期運動負荷は、無機水銀による腎機能障害  

を延長もしくは回復を遅延させることが考えられた。さらに、腎臓中の水銀濃度の変化  

から、運動負荷を与えたマウスでは、運動負荷を与えなかったマウスよりも早く腎臓か  

らの水銀排出が起っていることが示された。これらの結束から、長期の運動負荷は無機  

水銀による腎障害を変化させる後天的要因の1つであることが示唆された。   

水銀化合物の毒性発現に活性酸素が関与しているとの報告がある50封）。しかし、今  

回の実験では、塩化第二水銀を投与したマウスの腎臓中のMDA濃度が生理食塩水を投  

与したマウスの腎臓中の値と変わらなかったことより、今回のような塩化第二水銀1  

回投与による急性の腎毒性の発現には、TBA反応で検出できるような、活性酸素によ  

る脂質の過酸化は関与していないことが示唆された。この結束は、Pall即の結果51）を  

支持するものであった。  
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第3章  

無機水銀による神経系細胞の細胞死  
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3～1 目的   

金属水銀取り扱い中の事故等による水銀蒸気に対するヒトの暴露では、神経症状が発  

現することが知られている14常18，55～57）。電荷をもたない金属水銀は脳血液関門を容易  

に通過して、脳内に進入した後に酸化を受けて、2価の水銀イオン（Hg呵の形で神  

経細胞障害を発現すると考えられている19・21）。   

水銀化合物の細胞毒性に関しては、マウスのグリオーマやニューロブラストーマなど  

株化細胞を用いた研究が行われ、細胞の生存率や増殖率に対する水銀の影響や、機能的  

なものに関しては、蛋白質の合成能やDNA・RNAの合成能に対する水銀の影響が調べ  

られている5め。また、神経細胞に関しては初代培養系を用いる方法が試行されている。  

しかし、神経系の初代培養系は細胞の分離技術の煩雑さや、神経細胞の回収率の低さ、  

分離・回収時の細胞に対するダメージなどが問題となり、使用することの障害となって  

いる。   

そのため、本研究では無機水銀の神経系細胞への影響を検討するための1モデルとし  

て、最近多くの分野で利用されている神経系の細胞株であるPC12細胞を用いて、無機  

水銀の細胞影響の検討を行った。PC12細胞はラットの副腎より得られた褐色細胞腫由  

来の株化細胞で、神経成長因子（NGF）に反応して神経突起の伸長や、カテコールア  

ミン合成促進等の神経細胞様の分化を起こす細胞で、神経細胞の分化機構に関する研究  

で多くの報告がなされている59）。   

無機水銀による細胞への影響を、細胞の生存率から検討を行ったが、その際、低濃度  

暴露時に見られるPC12細胞の細胞死を光学顕微鏡で観察した結果、小体状になり細胞  

死を起こす形態変化が観察された。これまでは、水銀による神経障害は細胞壊死による  

ものであるという説が主なものであったが、この結果は、比較的低漉度の無機水銀暴露  

時にはapoptosis様の細胞死が起こっていることを示唆するものである。   

そこで3章ではさらに、無機水銀に暴露したと時のPC12細胞の細胞死が、細胞死に  

先行する蛋白合成を必要とする細胞死であるか否かを検討するために、あらかじめ  

NGf’処理により神経細胞様に分化させたPC12細胞に、肌合成阻害剤  

actinomycinI）仏cI））、蛋白合成阻害剤cyclobe裏mide（Cydもしくはエンドヌクレア  

ーゼ阻害剤aurin反icarbo芸西cacid（ATA）処理をした後に無機水銀に暴露した場合に、  

その細胞死が抑制されるか否かについて検討を行った。  
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3－2 方法  

細胞株と培養条件   

今回使用したPC12細胞は理化学研究所細胞バンクより供与されたものを、Mesner  

らの方法60）に従い、継代維持し増殖させたものを実験に使用した。継代中細胞は  

75cm2のプラスチックフラスコ中で培養を行った。提供された時点から3～4回の継  

代の後、増殖した細胞をカルシウム・マグネシウム不含のダルベッコ憐酸緩衝液（Ca，Mg  

血ee・PBS）中でパスツールピペットを如、て分散させ、遠心分離を行い細胞を回収した  

後、30％牛胎仔血清（FBS）および10％ジメチルスルフォキシド（DMSO）を含む  

DF借地中で分散させ、1mlセラムチューブに分取して液体窒素中で保存した。上記  

で分取した細胞を解凍の後、3～4回継代して増殖活性が高まったところで、各実験に  

使用した。インキュベータ内は37±1℃、20％02、5％CO2に調整した。  

NGFによる細胞分化   

増殖した細胞はCa，Mg蝕ee・PBS中でパスツールピペットを用いて分散した後に、遠  

心分離で細胞を回収し、10％牛胎児血清を含むDF培地中で分散し、96wellのマイク  

ロプレートに2000cel18／Ⅵ鳩mの密度になるよう分注した。マイクロプレートに移して  

から24時間経過して、細胞がwellの底面に付着・安定した後、分化用のDF培地（2％  

の牛胎児血清、5 〃g／mlのtrans飴rrin、5［Lg／mlのin凱丑山、20mMの  

PrOgeSterOneおよび10JIMの5－fu1uorodeoxyuridineを含む）中で、NGF（100ng  

／ml）を加えて 2週間培養を行い分化させた。  

水銀暴露   

上記の方法で96wellマイクロプレート上でNGFを作用させ分化させた細胞を、  

HgC12を1〃M～50〃Mの濃度で含む分化用のDF培地中でNGF（100ng／ml）を  

加えて培養し、24時間後に光学顕微鏡による形態観察およびMTT陰による生細胞数  

の測定を行った。MTT法はHansenら61）の方法に従い行った。水銀暴露終了後にwell  

をDF培地で静かに1回洗い、100〃1の分化用のDF培地を入れた。10〃1のMTT  

（5mg／ml）溶液を加えて37℃で2時間インキュベーションを行い、100〟1の毎由ng  

もuf貼r（20％SDS，50％DM甘）を加えて、さらに20時間インキュべ－卜した。吸光度  

（OD値）の測定は、マイクロプレートリーダー（MTP・32 CORONA）により行った。   

吸光度として得られたデータは、細胞数と吸光度（OD値）の回帰直線押ig．20）か  

ら生存細胞数を求めた。  
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Fig．20 CorrelationbetweencellnumberandODat  
550nmbyMTTassay  

各種薬剤添加と水銀暴露   

2週間の分化期間の後に、NGF を含む分化用の培地中で、蛋白合成阻害剤  

actinomycinD（AcD）を 2FLg／mi、RNA 合成阻害剤cycloheximide（Cyc）を  

10Jlg／mlもしくはエンドヌクレアーゼ阻害剤aurintricarboxylic acid（∬A）を30  

〃Mの濃度で添加して、さらに塩化第二水銀を各濃度（最終濃度として10〃M、20〃  

M、30正M）で加えて培養を行った。水銀を添加して24時間培養した後に、細胞の生  

存率をMTT法で測定した。   

MTT法は上記と同様のHansenら61）の方法を一部修正して行った。まず、金属暴  

露終了後にwe皿をDF培地で静かに1回洗い、100〟1の分化用のDF培地をいれた。  

10〃1のMTT（5mg／皿1）溶液を加えて37℃で2時間放置した。その後、100Jユ1の  

b8ingbu飽で（20％SDS，50％DMF）を加えて、さらに20時間インキュベーション  

を行った。OD値の測定は、マイクロプレートリーダー（MTP・32 CORONA）により  

行った。   

吸光度として得られたデータは、細胞数と吸光度（OD値）の回帰直線（飢g．20）か  

ら生存細胞数を求めた。  
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データ処理および統計処理   

得られたデータはコントロール（水銀暴露及び薬剤添加を行っていないもの）の値を  

100％とする相対値で表した。さらに、各種薬剤添加を行った実験では、金属暴露のみ  

を行った群と薬剤を作用させてから金属暴露を行った各群とを比較するた捌こ、統計処  

理を行った。統計処理はまず、One Wayp ANOVAを行い有意差（p＜0．05）がみられ  

たので、Fisber，sPLSDによって各群間の検定を行った。  
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3－3 結果  

細胞増殖とNGFによる細胞分化、   

理化学研究所より供与された細胞は、解凍後2～3日で速やかに増殖をはじめ、75ml  

のフラスコの底面を約90％覆うまでに増殖した段階で継代を行った。増殖は非常に良  

好で、3～4回継代を行った後に回収し凍結保存を行った。実験に使用するために解凍  

した細胞も同様に正常の増殖活性を示し3～4回の継代を行った後に96weu のマイ  

クロプレートに移し、分化用のD／F培地中でNGFを添加して分化誘導を行った。NGF  

を加えてから4から5日目から急激な形態変化を示して、神経細胞様の突起を多数伸ば  

した。約2週間で急激な形態変化は止まり、その後同様の条件で培地交換を行いながら  

培養を続けると、2週間以上安定した状態でその形態を保っていた（Fig．21）。  

Fig．21 MorphologicalchangesofPC12cellsbyNGF  
A：before，B：after2weeksculturewithNGFl  
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無機水銀暴露によるPC12細胞の細胞死   

HgC12を1〃M～50〃Mの濃度で含む培地に暴露したときのPC12細胞の生存率を、  

水銀暴露を行っていないものを100％とした相対値で表したけig．22）。  

1〃Mではほとんどの細胞が生存しており、形態的な変化もほとんど観察されなかっ  

た。しかし、10〃Mでは80％強の生存率で、さらに20〟Mでは35％の生存率を示  

し、多くの細胞が細胞死を起こしていた。50〃．Mではほとんどの細胞が死滅してお  

り、神経突起はほとんど残らず、小体状のものも含めて細胞の形態をとどめるものが  

少なくなっていた。  
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Fig．23はNGFにより神経細胞様に分化したPC12細胞（A）にHgC12（20FLM）  

を添加した培地中で24時間培養したときの細胞（B）の形態の変化を示した位相差顕  

微鏡像である。NGFにより2週間分化させた細胞は多数の突起を伸展させて、神経細  

胞様の形態を示した。しかし、その後水銀を含む培地中で24時間培養した細胞では、  

突起をなくし丸い形態を示すものや、小体状になりMTT反応を示さないものが観察さ  

れた。  

Fig．23 MorphologicalchangesofneuronalPC12censfo1lowing  
exposuretoHgC12．A：control，B：exposedtoHgC12  
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各種薬剤処理による細胞死の抑制効果   

F短．24には10〃Mの濃度のHgC12に暴露したときの細胞死に対するCyc、AcD  

及びAmの効果を示した。HgC12のみを借地中に添加したものは約84％の生存率であ  

った。しかし、Cyeを作用させた場合、その生存率は89％程度となり、HgC12のみに  

暴露したものに比べて有意（p＜0．05）に高い値を示した。AcD及びATAでも水銀の  

みを添加したものに比べ高い生存率を示したが、有意差は見られなかった。  

⊂：＝二：HgC12，  

臨空忽：HgC12andCyc  

園：HgC12andAcD  

‥HgCbandATA  

（
登
心
霊
一
合
霊
q
霊
＞
 
 

Fig．24 AbiLtyofagentstoblockcelldeath  

hllowingHgC12（10FLM）exposure．，  

N＝4，＊：pく0．05，  

Cyc：10JLghnlcycloheximide，  

AcD：2FLghnlactinomycinD，  

ATA：30pMaurintricarboxylicacid．  
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Fig．25には20FLMの濃度のHgC12に暴露したときの細胞死に対するCyc、AcD  

及びAmの効果を示した。HgC12のみに暴露した群は約35％の生存率であった。各  

種薬剤の効果は、水銀10〃Mに暴露したときと同様の傾向を示し、水銀のみに暴露し  

たものとCycを作用させたものの間に有意差（p＜0．01）がみられた。  

Fig．25 Abihtyofagentstoblodkcelldeath  

fo1lowingHgC12（20FLM）exposure．  

N＝4，＊＊：p＜0．01．  

Cyc：10FL離山cycloheximide，  

AcD：2〃釘血1ac也nomydnD，  

Am：30pMaurintricarboxylicacid．  
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F短．26には30〃Mの濃度のHgC12に暴露したときの細胞死に対するCyc、AcD  
及びAmの効果を示した。HgC12のみに暴露した群は約12％の生存率であった。各種  

薬剤の効果は見られなかった。  

［＝＝‥HgC12，  

囚‥HgC12andCyc  
⊂コ‥HgC12andAcD  

圏‥田gC12andATA，  

3
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Fig．26 Ab揖抄Ofagentstoblockcelldeath  

fonowingHgCl2（30iLM）expo8ure．  

N＝4．  

Cyc：10］Lg／mlcyclohexinide，  

AcD：2FLg／mlactinomycinD，  

AでA：30JLMaurintricarboxさ屯cacid．  
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3柵4 考察   

近年、無機水銀の神経細胞への影響については、運動神経の軸索の変性62）や小脳の  

神経細胞の脱落等63）が詳細に調べられている。また、株化された細胞60，64周や初代培  

養細胞を用いた系細で様々な因子による神経細胞死について検討されている。   

今回、HgC12を借地中に添加して、24時間後のPC12細胞の生存率を検討した。水  

銀1〃M～50正Mの濃度範囲で添加すると水銀濃度が高くなるに従い細胞生存率が低  

くなる結果が得られた。このことは、今回設定した水銀濃度および培養条件ではPC12  

細胞は濃度依存的に細胞死を起こすことを示している。  

また、Fig．25に見られるように、低濃度のHgC12暴露により起こるPC12細胞の細胞  

死はアポトーシス様の形態変化を示すことが明らかになった。さらに蛋白合成阻害剤で  

あるCycによって細胞死の抑制が見られたことより細胞死に先行する蛋白合成の必要  

性が示唆された。   

Pittmannら64）やMesnerら6O）はPC12細胞を無血清借地中でNGF除去して培養  

した時に親られる細胞死は、蛋白合成阻害剤やRNA合成阻害剤により抑制されること  

を報告している。またKu血moto66）は大脳神経細胞の初代培養系でメチル水銀暴露実  

験を行って、今回の結果と同様のアポトーシス様の形態変化と、さらにDNAの断片化  

を観察している。   

今回、NGFにより分化させたPC12細胞をHgC12に暴露するとアポトーシス様の形  

態変化が観察され、蛋白合成阻害剤のCyeによる細胞死の抑制効果が見られたことか  

ら、Pittmannら64）やMesnerら66）が観察したような細胞死であることが考えられた。  

また、細胞死を進めるための蛋白合成を必要とする細胞死の過程があることが示された。  

しかし、A他の添加による細胞死抑制効果が観察されなかったことから、今回見られ  

たHgC12による細胞死では、BatisutauとGreenが67，68）が報告した細胞死とは遠い、  

DNAの断片化が細胞死の決定にかかわるものではないことが考えられた。   

これらのことより、HgC12による細胞死は、基本的には細胞死に先行する蛋白合成を  

必要とするアポトーシス様の細胞死であるが、NGF除去による細胞死やメチル水銀に  

よる細胞死とは違った調節機構によって制御されていることが考えられた。また、30  

正M以上のHgC12に対する暴露では、Cyc添加によっても細胞死の抑制が見られなか  

ったことより、水銀の暴露濃度によって細胞死の様式も違ってくることが示唆された。  

とくに、高濃度のHgC12への暴露では細胞は、細胞膜の破壊を中心とするえ死の形態  

をとることが示された。   

Rossiら65）は0．3〟M～0．5〟Mの濃度のHg2＋に暴露した時のPC12細胞でNGmこ  

よる神経線推の伸展が阻害されることや、2〟M以上のHg叫こ暴露した時は細胞死が  

見られることを報告している。今回の結果とあわせて考えると、PC12細胞は狭い水銀  

濃度範囲の中で多様な反応を示すと考えられる。  
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終章   

まとめ  

水銀による中毒は、水俣病に見られるメチル水銀中毒が有名であるが、そのほかにも  

農薬として使われた有機水銀による中毒や、水銀製錬工場や水銀灯および体温計等の工  

場で見られる水銀蒸気の職業性暴露によるものなどがある。より低濃度で長期的な暴露  

としては歯科アマルガムからの水銀蒸気の散出によるものなどが注目されている。これ  

ら水銀中毒に関しては、水銀が産業活動に使用されるようになってから多くの事例が報  

告されているが、最近でも事故による水銀中毒の報告は後を絶たない。本研究は、水銀  

化合物の中でも特に金属水銀を含む無機水銀を中心に、その毒性発現に影響を及ぼす因  

子や毒性発現機構に関する検討を行った。   

第1章「金属水銀の生体内動態に及ぼす運動負荷の影響」では金属水銀の生体内動態  

に個体差が生じる原因の一つとして、運動負荷を検討した。その結果、水銀の総取り込  

み量や排出量に関しては連動負荷を与えたマウスと与えないマウスの間で差は見られ  

なかった。しかし、運動負荷を与えていないマウスに比べ、長期運動負荷を与えたマウ  

スでは血液、脳内および心臓での水銀濃度が高くなることや、腎臓での濃度が低くなる  

ことなどが示され、運動負荷が水銀の生体内動態を変化させる因子であることが明らか  

になった。   

第2章「無機水銀による腎毒性に及ぼす運動負荷の影響」では、第1牽の結果をもと  

に、運動負荷が無機水銀投与による腎毒性を変化させるか否かを検討した。その結果、  

無機水銀投与前の長期運動負荷は無機水銀による腎障害を変化させる因子であること  

が明らかになった。   

第3章「水銀化合物による神経系細胞の細胞死」では、株化細胞の培養系を用いて神  

経系細胞の細胞死について検討を行った。その結果、無機水銀によるPC12細胞の細胞  

死は、比較的低濃度の無機水銀暴露では、細胞死に先行する蛋白の合成を必要とするア  

ポトーシス様の細胞死を起こしていることが示唆された。   

これらの結果から、現在までほとんど検討が行われてこなかった化学物質の生体影響  

に対する運動負荷の影響を評価することの重要性を指摘することができたと考えられ  

る。また、無機水銀の神経細胞への影響は比較的低濃度の暴蒔から現れ、高濃度暴露時  

とは違う細胞死機構が存在することが明らかになった。   

本研究では、長期運動負荷がもたらす生理的な変化が、水銀の体内動態や毒性に及ぼ  

す影響に関して検討を行い、いくつかの結果を得た。しかし、今回の運動負荷条件は運  

動強度や頻度、運動の種類に関しての検討は行っておらず、人の「運動」を考えていく  

には十分なものではない。そのため、今後これらの運動条件に関する検討を進めること  

は、化学物質の生体影響を変化させる一因子としての運動を理解する上で重要であると  

考えられる。また、無機水銀による神経細胞死の機構を明らかにするため、どのような  

蛋白の発現がこの細胞死の鍵となっているのかを解明する必要があると考えられる。無  

機水銀による細胞死の機構に関する研究は、近年、免疫系の細胞を用いたものが多数発  

表されている69，70～絹）。そこでは、細胞の種類や水銀暴露条件の違いにより多様な細胞  
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死が存在することが示されている。無機水銀による神経細胞死も同様に多様な細胞死の  

形態があることが予想でき、無機水銀の神経毒性を理解する上でその解明は重要な課題  

であると考えられる。  
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