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緒 言

金属水銀(Hg0)は 広 く工業的に使用 され,作

業環境中に放 出されている1).さ らに環境大気

中において もその存在2)が 知 られている. Hg0

は経気的に生体 に吸収 され,酸 化 された後,尿

中に排泄 され る.こ の生体内における酸化に カ

タラーゼが関与 していることは,最 初Kudsk

に よ り報告3～5)さ れ た.

筆者は前報6)に おいて,各 種動物の赤血球の

カタラーゼ活性 とHg0の 取 り込 み量との間に平

行関係が成立す ること,精 製 した赤血球 カタラ

ーゼ液においてもHg0の 取 り込 みが生 じ
,こ の

取 り込みは,シ アン化 カリウム(KCN),ア ジ

化ナ トリウム(NaN3)及 び3ー ア ミノー1,

 2, 4ー トリアゾール(AT)な ど の カタラー

ゼ活性阻害剤の添加 によ り抑制 され るこ とを報

告 した.

今 回は,細 胞構造のHg0の 取 り込みに対する

影響 を検討する 目的で,ラ ッ ト肝のホモジネー

ト,遊 離細胞及び細胞内顆粒 〔マ イクロボデ ィ

ー(microbody)分 画
,ミ トコン ドリア(mi

tochondria)分 画,ミ クロゾーム(microsome)

分 画 〕を調製 し, Hg0の 取 り込 み を比較 検討 し

た.ま た生体内においてHg0の 取 り込み を抑制

す ると言われているエチルアル コー ル7～8)の 作

用 を検討す るとともに,メ チルアルコールの作

用について も検討 を行 なった.さ らに カタラー

ゼ以外の物質によるHg0の 酸 化の可能性 を検 討

す る目的で,チ トクロームC,メ トヘモ グロビ

835



836 劒 持 堅 志

ン,へ マチンなどの3価 の鉄 を有す るヘム蛋 白

質及び3価 の鉄 イオンに よるHg0の 取 り込みに

つ いて も検討を行なったのでここに報告す る.

実 験材料及び実験方法

1.実 験材料

体重200g前 後 の ウイス ター系 ラットの肝臓

を用いた.

チ トクロームC (Horse Heart),カ タ ラーゼ

(Beef Liver),ヘ モ グロビン(Human),ヘ マ

チン(Bovine Blood)は いずれ もシグマ社製を

使用 した.

その他の試薬は全て特級 を使用 した.

2.試 料 液の調製

肝の遊離細胞はRappaportら の方法9)を用い

て調製 し,蛋 白量を3.75mg/mlに 調 整 して実験

に供 した.

ホモジネー トは, 10倍 量 のKrebs-Ringer燐

酸 緩衝液(pH 7.4)を 加 え,テ フロンホモ ジナ

イザーを用いてホモジナイズした後,蛋 白量を

3.77㎎/mlに 調 整 して実験 に供 した.

マ イクロボデ ィ-,ミ トコン ドリア,ミ クロ

ゾームの分画は,藤 原 らの方法10)を用 いて分画

し,ほ ぼ等 しい条件でインキュベー トする目的

で,蛋 白量 を約0.7mg/mlに 調 整 して,実 験 に供

した.

3.イ ン キュベー ト法

容量約15mlの ワールブル グフラス コのmain

 chamberに 試料液2～3mlを 入れ, side armに

Hg0 0.1ml, center wellに 必要に応 じて, 3%過

酸 化水素(H2O2)0.1mlを 加 え, 37℃ で インキ

ュベー トした.

阻害剤に よる阻害実験は,終 濃度20mMのK

CNま たはNaN3を 加 え,対 照試験液 とともに

37℃1時 間のプレインキュベーシ ョンを行 なった.

な お酵素 を用 いた実験においては,水 銀 イオ

ンに よる酵素活性の阻害 を防 ぐ目的で,終 濃度

3mMのEDTAを 必腰 に応 じて試料液に添加した.

4.測 定 法

蛋 白量の測定:ラ ッ ト肝の分画の場合は,ア

ミドブラックメンブラン法11),そ の他の場合 は,

 Biuret法 に よ り測定 した.

カ タラーゼ活性の測定:過 ホウ素酸法12)に よ

り測定 した.

全 水銀の測定:試 料液0.1～1mlに6%過 マ ン

ガン酸カ リウム溶液5ml及 び10N硫 酸10mlを 加

え,加 熱灰化 を行 なった後,還 元気化原子吸光

法13)に よ り測定 した.

結 果

1.ラ ッ ト肝の遊離細胞及びホモジネー トに

よる金属水銀 の取 り込み とメチルアル コール及

びエチルアル コールの作用

細胞構造の違 いによるHg0の 取 り込みを比較

検討する 目的で,肝 の遊離細胞及びホモジネー

トに対す るHg0の 取 り込み を検討 した(Table

 1).過 酸 化水素が 存在 しない条件 において,

遊離細胞は,ホ モジネー トとほぼ同程度のHg0

の取 り込 みを示 した.一 方過酸化水素が存在す

る条件においては,ホ モジネー トのHg0の 取 り

込みは増加 したが,遊 離細胞においては,そ の

増加 は認め られなか った.

メチルアルコール(MeOH)及 びエチルアル

コール(EtOH)のHg0の 取 り込みに対す る作用

を検討 し,そ の成績 も同じくTable 1に 示 し

た.メ チルアルコール又はエチルアル コールの

添加に より,遊 離細胞及びホモジネー トにおい

ては,過 酸化水素の有無にかかわ りな く,著 明

なHg0の 取 り込みの減少が認められた.す なわ

ち,メ チルアル コールの添加 によ り,遊 離細胞

においては72～93%の 抑制が,ホ モジネー トに

おいては, 78～82%の 抑制が認められた.エ チ

ルアルコールを添加 した場合には,遊 離細胞に

おいて60～84%の 抑制が,ホ モ ジネー トにおい

て65～75%の 抑制が認め られた.

ア ル コールによるHg0の 取 り込みの抑制がカ

タラーゼの活性の阻害による抑制であるか否か

を検討する 目的で,ホ モジネー トに メチルアル

コール及びエチルアル コール を添加 し,イ ンキ

ュベー ションを行ない,カ タ ラーゼ活性の変動

を過 ホウ素 酸法に より測定 した(Table 2),そ

の 結果,ア ルコールの添加 は,カ タラーゼ活性

に対 して,ほ とんど影響 を与えていないことが

明らか になった.な おHg0を 添加す ることによ

り,カ タラーゼ活性が若干低下す る傾向が認め

られた.
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Table 1 In Vitro Metallic Mercury Uptake by Rat liver Dissociated Cells and Homogenate.*

* Solution was exposed to metallic mercury vapor at 37•Ž for 3 hours.

** Tetra phenyl boron buffer.

Table 2 Effect of Methyl Alcohol (MeOH) and Ethyl Alcohol (EtOH) on the Catalase

 Activity and the Metallic Mercury Uptake.

* Protein concentration in the incubation mixture was 11
.0mg/ml and initial catalase 

activity was 0.815•}0.032PU/mg.protein. Mixture was incubated for 3 hours at 37•Ž.

** Protein concentration in the incubation mixture was 0.017mg/ml and initial catalase 

activity was 405•}0.20PU/mg.protein. Mixture was incubated for 1.5 hours at 37•Ž

*** inean•}ƒÐn-1
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肝の結 晶カタラーゼ についても, Hg0の 取 り

込みに対す るアル コー ルの作用 とカタラーゼ活

性 の変動 について検討 した(Table 2).結 晶 カ

タラーゼ によるHg0の 取 り込みは,メ チルアル

コール及びエチルアル コールの添加 により抑制

された.し か し,ホ モジネー トと同様に,過 ホ

ウ酸法によ り測定 したカタラーゼの活性は,ア

ル コールの添加 により抑制 されなかった.な お,

肝 の結晶カタラーゼにおいて も, Hg0の 添 加 に

より,カ タラーゼ活性 が低下す る傾向が認め ら

れた.

2.ラ ッ ト肝の細胞内顆粒 による金属水銀の

取 り込み

細胞内に存在す る顆粒に よるHg0の 取 り込み

を検討する 目的で,ラ ッ トの肝臓 よリマ イクロ

ボデ イー,ミ トコン ドリア及び ミクロゾ-ム の

分画を調整 し, Hg0の 取 り込 み とカタラーゼ活

性阻害剤の影響 を検討 した(Table 3).カ タラ

ーゼの比活性は
,マ イクロボデイーが最 も大き

く,つ づいて ミクロゾーム,ミ トコン ドリアの

順に減少 した.過 酸化水素の存在下におけるHg0

の 取 り込みは,マ イクロボデ ィーが最 も大 きな

取 り込み を示 し,つ づいて ミクロゾーム,ミ ト

コン ドリアの順に減少 し,カ タラーゼの比活性

と取 り込みの間にある程度比例 した関係が認め

られた.カ タラーゼ活性 阻害剤であるシア ン化

カ リウム(KCN)及 び アジ化ナ トリウム(Na

N3)の 作 用 も同 じくTable 3に 示 した. KCN

の 添加に より約45%の 抑制が, NaN3の 添加 に

よ り約90%の 抑制が名分画において認め られた.

3. 3価 の 鉄イオン及び3価 の鉄 を含有する

ヘムタンパ ク質による金属水銀の酸化

生体内に存在す ると考 えちれる鉄化合物によ

るHg0の 取 り込みを検討す る目的 で,チ トクロ

ームC
,メ トヘ モ グロビン,へ マチ ン,塩 化第

2鉄 及び硝酸第2鉄 を用いて, Hg0の 取 り込みを

カタラ-ゼ と比較検討 した(Table 4).過 酸化

水素の存在下においては,カ タラーゼ,チ トク

ロー ムC,メ トヘ モ グロ ビン及 び3価 の鉄 イ

オンがHg0の 取 り込み を示 したが,へ マチ ンは

取 り込みを示 さなか った.過 酸化水素 が存在 し

ない条件 においては,メ トヘモ グロビン及び3

価 の鉄 イオンがHg0の 取 り込みを示 したが,カ

タラーゼ,チ トクロームC及 びへマチ ンはいず

れ も取 り込み を示さなった.本 実験においては,

反応液に取 り込 まれ た水銀イオンによる酵素活

性の阻害 を防 ぐ目的で, 3mMのEDTA,を 添加

しているが, 3価 の鉄 イオンに よる取 り込みは,

等 モルのEDTAの 添 加 によ り,ほ ぼ完全に抑

制された.な お硝酸 第2鉄 は塩化 第2鉄 と同程

度の取 り込み を示 し,共 存す る陰イオ ンの影響

は認め られなかった.

これ らの鉄化合物に よる取 り込み能力を比較

検討す る目的 で,化 合物に含れる鉄当 りの取 り

込み能力 を比較 し,そ の成績 を同 じくTable 4

に示 した.過 酸化水素の存在下における鉄当 り

の取 り込み能力は,塩 化 第2鉄 に対 して,カ タ

ラーゼは約27,000倍,チ トクロームCは 約140

倍,メ トへ モグロビンは約35倍 の取 り込み能力

を示 し,カ タラーゼのHg0取 り込み能力が著る

しく大 きいこ とが明らかになった.

考 察

動物実験において,正 常マ ウスに比較 してカ

タラーゼ活性が著るし く低 いアカタラセ ミアマ

ウスl4),ま た3-ア ミノ-1, 2, 4-ト リア

ゾー ル(AT)投 与 のマウス15)に お いて,肺 及

び血液におけるHg0の 取 り込みの減少が報告 さ

れてお り,動 物のHg0の 吸収 に対 してカタラー

ゼが大 きな役割 をはたしているこ とが明らかに

なっている.し か し,こ の場合においても,肝

臓においては水銀量の増加が報告14～15)さ れ て

お り,肝 臓におけ るHg0の 取 り込み機構につい

ては,現 在において も不明の点が 多い.

肝 臓の遊離細胞 とホモジネー トとの間にHg0

の取 り込みの差異は認め られなかった(Table

 1). Hg0は 脂 質可溶性 であるこ とが報告5,16)さ

れているが,こ のためにHg0は 容 易 に細胞膜 を

通過で きる可能性が考えられる.過 酸化水素添

加の影響 はホモジネー トに強 く作用 したが,過

酸化水素 の生体膜透過性 は,細 胞膜の構造によ

り異なることが考 えられる.し か し,肝 のホモ

ジネー トにおける過酸化水素の添加の影響は,

赤 血球の場合6,17)よ りも小 さい.肝 細胞内にお

いては,ウ リカーゼ, D-ア ミノ酸酸化酵素など

の過酸化水素生成酵素がマイクロボデ イーに局



金属水銀のカタラーゼによる取 り込みに関す る研究 839

Table 3 In Vitro Metallic Mercury Uptake by Rat Liver Cell Components.*

* 3% hydrogen peroxide was added to center well of Warburg flask and incubated at •‹37C for 3 hours.

Table 4 In vitro Metallic Mercury Uptake by Catalase, Cytochrom C, Methemoglobin, Hematine and 

Ferric Ion*

* Solution was exposed to mercury vapor at 37℃ for 1
.5 hours

在 していることが報告18)さ れ ている.こ のため

肝細胞内における過酸化水素の濃度 は, Hg0の

酸化に十分 な濃度に達 している可能性が考 えら

れる.

肝 の細胞内顆粒におけるHg0の 取 り込みは,

過酸化水素の存在下において,カ タラーゼの活

性 とあ る程度比例 していることが明 らかになっ

た.マ イ クロボデ イーはペルオキシゾーム(Pe

oxisome)18～19)と も呼ばれ,前 述 した如 く,カ

タラーゼ とD-ア ミノ酸酸化酵素,ウ リカーゼ な

どの過酸化水素生成酵素が共存 している.こ の

ためにマイ クロボディーの分画においてある程
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度強い取 り込みが生 じたものと考 えられる.

肝 のホモ ジネー ト及び結晶カタラーゼにおい

て,メ チルアルコール及びエチルアル コールの

添加に より, Hg0の 取 り込 みが抑制 された.し

か し過ホウ素酸法によるカタラーゼ活性 の測定

においては,カ タラーゼ活性の減少は認め られ

なか った.カ タラーゼ は通常の酵素作用(2H2

O2→2H2O+O2)以 外 に,ペ ルオキシダーゼ

作用20)(H2O2+AH2→2H2O+A)を 行 ない,

例 えばエチルアル コールはこのペ ルオキシダー

ゼ作用によ り,ア セ トアルデヒ ドに酸化される20)

こ とが報告 されている. Hg0の 酸 化 をア ル コー

ルが抑制す るに もかか わらず,カ タラーゼ活性

の抑制が認め られ ない とい う事実は,カ タラー

ゼのベルオキシダーゼ作用における基質 として

Hg0が 酸化 されている可能性が考えられ る.さ ら

にエチルアル コールの酸化還元電位21)(E´=-

0.20V)はHg0の 酸 化 還元電位16) (E´=0.37V)

よ り も低いために,エ チルアル コールがHg0よ

りも優先的に酸化 される結果, Hg0の 取 り込み

が抑制 されるもの と考 えられる.

Hursh8)ら は,エ チルアルコールを投与 した

マウスを水銀蒸気に暴露 した場合のHg0の 生体

内分布 を検討 し,エ チルアルコール投与群の肝

臓に多 くのHg0が 分 布 した と報告 している.も

し肝臓が生体におけるHg0の 酸 化の場な らば,

エ チルアル コールの投与に より,肝 において も

Hg0の 酸 化が抑制 されるはずであるが, Hursh

らの結果は異なっている.こ れは,エ チルアル

コールの投与によ り,肺 及び血液などにおけ る

Hg0の 酸 化が 抑制 されるために, Hg0と して肝臓

に達する割合が増加す ること,そ して肝臓にお

いては,エ チルアルコールが代謝され るために,

アル コール濃度が減少 し,肝 臓においてHg0が

酸 化 される割合が増加す る可能性が考 えられ る.

生体 内には,カ タラーゼ以外にHg0を 酸 化す

る物質が存在 している可能性がある.カ タラー

ゼ と同様にへ ムを有す る酸化酵素 に,チ トクロ

ームC
,ペ ルオキ シダーゼ などがあ り,ペ ルオ

キ シダーゼはHg0を 酸 化す ることが報告22～23)

されている.ま たヘ モグロビンは弱いなが らも

オキシダーゼ作用や カタラーゼ作用 を有 し24),

さ らに メ トヘモ グロビンもペルオキシダーゼ作

用 を有す る24)こ とが報告 されている.こ のよう

な酸化還元酵素やペルオキシダーゼ作用 を有す

る化合物 についてHg0の 酸化 の可能性 を検討 し

た.今 回の実験により, 3価 の鉄 を有するチ ト

クロームC及 びメ トへ モグロビンが弱いなが ら

もHg0を 酸 化す ることが明 らかになった.し か

しこれ らの化合物の基本骨格 であ るヘマチンは,

 Hg0の 酸 化能 力 を示 さなかった.こ の ことは,

へ マチンの酸化還元電位24)(E´=-0.13V)が

チ トクロームC21)(E´=0.254V),メ トへモグロ

ビン24)(E´=0.14V)に 比 較 して非常に低 くHg0

の酸 化還元電位16)(E´=0.37V)と 非 常 に掛け

離れていることが関係 している可能性がある.

3価 の鉄 もHg0を 酸化す る能力を示 したが,

 EDTAを 添加することにより,酸 化能力は消失

した.カ タラーゼ などのポルフィン化合物がHg0

を酸 化す る能力を持つのに対 して, EDTA-Fe3+

キ レー トが酸化能力 を持 たないことは,キ レー

トを生成 している鉄原子の電子構造がHg0の 酸

化に関与 している可能性が考 えられる. 3価 の

鉄 イオンが持つ過酸化水素分解作用は,配 位す

るポルフ インによって増強 されると言われてい

るが24), Hg0の 酸 化にお いて も同様な現象が存

在す る可能性がある.

結 論

ラッ ト肝の遊離細胞,ホ モジネー ト及び細胞

内顆粒(マ イクロボデ ィー分画,ミ トコン ドリ

ア分画,ミ クロゾーム分画)に ついて金属水銀

の取 り込 みを試験管内実験において検討 した.

さ らに3価 の鉄イオン,チ トクロームC,メ ト

へ モグロビン,カ タラーゼ及びヘマチンについ

て金属水銀の取 り込み を比較検討する とともに,

カ タラーゼに よる金属水銀の取 り込みに対する

エチルアルコール及び メチルアルコールの作用

を検討 し,次 の結果 を得た.

1)ラ ッ ト肝の遊離細胞は ホモジネー トと同

程度の取 り込み能 力を示 した.

2)過 酸化水素 の添加 によ り,ホ モ ジネー ト

の金属水銀の取 り込みは, 1.22倍 に増加 したが,

遊離細胞においては,取 り込みの増加は認めら

れなか った.

3)ホ モ ジネー ト,遊 離細 胞及び肝の結晶カ



金属水銀のカタラーゼによる取 り込みに関する研究 841

タラーゼの金属水銀の取 り込みは,エ チルアル

コール及びメチルアルコールの添加に より抑制

されたが,カ タラーゼの活性の抑制は認め られ

なかった.

4)ラ ッ ト肝の細胞内顆粒における金属水銀

の取 り込みは,マ イクロボディー分画が最 も大

きく,つ づ いて ミクロゾーム分画,ミ トコン ド

リア分画の順に減少 した.カ タラーゼの比活性

は,マ イクロボデ ィー分画が最 も大 きく,つ づ

いて ミクロゾーム分画,ミ トコン ドリア分画の

順に減少 し,金 属水銀の取 り込み量 とカタラー

ゼ活性の間にある程度の比例関係が認められた.

またカタラーゼ活性阻害剤であるシア ン化 カリ

ウム及びアジ化ナ トリウムの添加 により金属水

銀の取 り込みの抑制が何れの分画においても認

められた.

5)チ トクロームC,メ トヘ モ グロビン,カ

タラーゼ及び3価 の鉄 イオンは,過 酸化水素の

存在下において,金 属水銀の取 り込み を示 した.

過 酸化水素の存在 しない条件 において も,メ ト

ヘモ グロビン及び3価 の鉄 イオンは金属水銀の

取 り込み を示 したが,カ タラーゼ及びチ トクロ

ームCは 取 り込みを示 さなか った.

6)へ マ チンは,過 酸化水素 の有無 にかかわ

りな く,金 属水銀の取 り込み を示 さなか った.

7) 3価 の鉄 イオンによる金属水銀の取 り込

みは,等 モルのEDTAの 添 加に よ り,ほ ぼ完

全に抑制 された.

8)過 酸化水素の存在下におけ る鉄 当 りの金

属水鉄取 り込み能力は,塩 化第2鉄 を基準 とし

て,カ タラーゼは約27,000倍,チ トクロームC

は 約140倍,メ トヘ モグロビンは約35倍 の取 り込

み能力を示 し,カ タラーゼの金属水銀取 り込み

能力が著る しく大きいこ とが明らかになった.
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Metallic mercury uptake by catalase

In Vitro metallic mercury uptake by rat liver dissociated cells, homoge

nate, cell components, heme protein and ferric ion, with the effect of ethyl 

and methyl alcohol on the uptake

Katashi KENMOTSU

Department of Public Health, Okayama University Medical School

(Director: Prof. M. Ogata)

In Vitro metallic mercury uptake by rat liver dissociated cells, homogenate, cell com

ponents (microbody-rich fraction, mitochondrial fraction and microsomal fraction), heme
 protein (catalase, cytochrome c, methemoglobin and hematine) and ferric ion were in
vestigated. The effects of ethyl and methyl alcohol on the uptake were also investigated.

The following results were obtained.
1) Mercury uptake by rat liver dissociated celld was similar to the uptake by homoge

nate.
2) Mercury uptake by rat liver homogenate in the presence of hydrogen peroxide 

was 1.22 times the uptake in the absence of hydrogen peroxide. The uptake by rat liver 
dissociated cells in the presence of hydrogen peroxide was similar to the uptake in the

 absence of hydrogen peroxide.
3) Mercury uptake by crystalline catalase, rat liver dissociated cells and homogenate 

was inhibited by ethtl alcohol and methyl alcohol, though inhibition of catalase activi

ties was not observed.
4) Mercury uptake by rat liver cell components was observed in the order of micro

body-rich fraction>microsomal fraction>mitochondrial fraction, and catalase activities 
were also observed in the order of microbody-rich fraction>microsomal fraction>mito
chondrial fraction. Mercury uptake by rat liver cell components was inhibited by po
tassium cyanide and azide.

5) Cytochrome c, methemoglobin, catalase and ferric ion oxidized metallic mercury
 in the presence of hydrogen peroxide. In the absence of hydrogen peroxide, methemoglobin 
and ferric ion oxidized, but catalase and cytochrome c did not oxidize metallic mercury.

6) Hematine did not oxidize metallic mercury with or without hydrogen peroxide.
7) Uptake by ferric ion was inhibited by equimolar addition of EDTA.

8) In the presence of hydrogen peroxide, mercury uptake by catalase was 27,000 times, 
cytochrome c was 140 times and methemoglobin was 35 times the uptake by ferric ion. 
Therefore, of heme protein catalase showed the highest mercury uptake.


