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微量元素が不足すると欠乏症状が生じ，体調に異変が生
じる。しかし，これらの元素を過剰摂取すると健康障害を
起こすことも知られている。この欠乏症が現れる量と過剰
症が現れる量の間が狭いのが微量元素の特徴である 1）。マ
ンガン（Mn），亜鉛（Zn）および銅（Cu）においても，
その必須性は高く，それぞれ生体機能を維持するうえで必
要な酵素の成分等として重要な役割を果たしている。例え
ば，Mn は，ピルビン酸カルボキシラーゼやスーパーオキ
シドジスムターゼ（SOD）等の酵素の補因子として働い
ている。Zn は，核酸，蛋白，糖，脂質の代謝や DNA，
RNA の合成に関与する酵素に不可欠で，生体機能に重要
な役割を果たしている。また，Cu は，細胞内外で酸化還
元酵素の補因子として種々の生理作用に関与している 1,�2）。
欠乏症と過剰症に関しても報告があり，Mn の欠乏症とし
て成長障害，骨格異常，耐糖能障害が，過剰症として Mn
肺やパーキンソン症候群（PD）が報告されている。Zn の

欠乏症として皮膚炎，味覚異常，毛髪の脱落が報告されて
いるが，過剰症の報告例は少ない。Cu の欠乏は貧血，心
臓や動脈異常，脳神経障害や色素異常を，Cu の過剰は接
触性皮膚炎，発熱，舌苔青色化を引き起こすとされてい
る 1）。これまで微量元素の欠乏症については多く研究され
てきたが，過剰症については，通常の食生活では起こらな
いため，研究が進んでこなかった。しかし，近年のサプリ
メントをはじめとする健康食品志向により，サプリメント
と食物を合わせた摂取により過剰摂取が起こる可能性があ
る。我々の研究においても，中高年のヒトの多くは健康に
気を使って食事をしているにもかかわらず不十分と考え，
微量元素が濃縮された天然原料を主成分とするサプリメン
トを複数・毎日飲用する傾向があることが明らかになり，
サプリメント飲用により微量栄養素の過剰摂取が起こる可
能性が示唆された 3）。

近年，微量元素と脳神経疾患の関係が注目されてい
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Summary
Trace� elements� such� as�manganese� (Mn),� zinc� (Zn)� and� copper� (Cu)� are� essential� elements,� but� excess� amounts� of�

these�elements�are�known�to�cause�many�neurodegenerative�diseases� including�Alzheimer’s�disease� (AD)�and�Parkin-
son’s� disease� (PD).� � The� risk� of� excessive� intake� of� Mn,� Zn� and� Cu� is� increased� by� taking� food� plus� supplements.��
Some� of� botanical� or� animal� origin� supplements� have� been� reported� to� contain� high� concentrations� of� Mn,� Zn� and�
Cu.� � We� investigated� the� effects� of� long-term� exposure� to� Mn,� Zn� and� Cu� on� learning� and� memory� in� aged� mice.��
20-week-old� ICR-JCL�male�mice�were�given�100�ppm�Mn,�Zn�or�Cu�via�drinking�water� for�58�weeks.� �The�effects�of�
Mn,� Zn� and� Cu� on� non-spatial� long-term� memory� were� investigated� using� step-through-type� passive� avoidance� task�
in� male� aged� mice� after� 56-weeks� administration.� � In� the� retention� trials� of� the� passive� avoidance� test,� latencies� to�
enter�a�dark�compartment�were� shorter� in� the�Mn-� and�Cu-exposed�mice,� compared� to� control�mice.� �The�behavior-
al� test� indicated� the�possibility� that� long-term�exposure� to�Mn�and�Cu� inhibited� long-term�memory.
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避試験により評価を行った。ステップスルー型受動的回避
試験終了後の投与 58 週間目に，ジエチルエーテル麻酔下
でマウスの血液を心臓採血により採取後，脳，肝臓を摘出
し，重量を測定した。採取血液より血清を分離し，生化学
的検査として，総タンパク（TP），アルブミン（Alb），
アルブミングロブリン比（A/G），チモール混濁試験

（TTT），アスパルテートアミノトランスフェラーゼ
（AST），アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT），ア
ルカリホスファターゼ（ALP），γ- グルタミルトランス
ペプチダーゼ（γ-GPT），コリンエステラーゼ（ChE），
アミラーゼ（Amy），クレアチニン（Cre），尿素窒素

（BUN），ナトリウム（Na），カリウム（K）およびクロー
ル（Cl）の測定を行った。摘出した脳は，ホルマリン固
定・パラフィン包埋後，ヘマトキシリン・エオジン（HE）
染色および免疫組織化学染色をし，病理組織学的観察を
行った。なお，動物を用いた研究は，文部科学省の「研究
機関等における動物実験等の実施に関する基本指針」（平
成 18 年施行）に沿って作られた「大阪市立大学動物実験
管理規定」を遵守して行い，実験プロトコールは，大阪市
立大学阿倍野地区動物実験委員会の承認を得た。

4．ステップスルー型受動的回避試験
ステップスルー型受動的回避試験は，小原医科産業株式

会社（東京）製のステップスルー型のマウス用受動的回避
反応実験装置を用いて実施した。獲得試行は，投与 56 週
間後に次のように行なった。マウスを実験室環境に 10 分
間馴化させた後，扉を閉じた明室（13 W の電球を明室の
上部に設置）に入れ，10 秒経過後に扉を開き，マウスが
暗室に完全に移動するまでに要した時間（潜時）を測定し
た。暗室に入った後，直ちにギロチンドアを閉め，5 秒後
に 0.3 mA，5 秒間の電気ショックを与えた。マウスが叫
声や飛び上がりなどの電撃反応を起こしたことを確認後，
扉を開け，直ちにホームケージに戻した。獲得試行の翌日，
再生試行を次のように行った。獲得試行と同様にマウスを
明室に入れ，暗室への移行時間である潜時を測定した。た
だし，暗室に侵入したマウスに電気ショックは与えず，潜
時の測定上限を 300 秒とした。さらに，3 日後と 7 日後に
も同様に再生試行を行った。なお，対照群と投与群の比較
は，再生試行時の潜時の平均値および測定上限 300 秒を超
えて暗室に侵入しなかったマウスの割合で行った。

5．病理組織学的検査
マウスより摘出した脳をホルマリンで固定後，常法に従

いパラフィン包埋し，切片標本を作成した後，HE 染色し，
対照群と投与群で差がないかを観察した。さらに，タウや
α- シヌクレインが異常蓄積し，神経変性疾患が行ってい
ないかを調べるため，パラフィン包埋した切片標本を脱パ
ラフィン後，それぞれ抗リン酸化タウ抗体（ab32057：ア
ブカム株式会社），抗リン酸化α- シヌクレイン抗体

（ab52168：アブカム株式会社）を用いて免疫組織化学染

る 1,�2,�4,�5）。わが国では，65 歳以上の高齢者人口が年々増加
しており，2013 年 9 月 15 日時点で，総人口に占める割合
は 25.0％となっている。こうした人口の高齢化に伴い，ア
ルツハイマー型認知症（AD）や PD 等の高齢者に多い脳
神経変性疾患が増加してきている。脳神経変性疾患と微量
元素との関係を示す研究として，Zn，Cu，鉄（Fe）イオ
ンは AD で変化する大脳新皮質領域で高レベルであり，
加齢とともに脳での Cu，Fe イオンレベルが上昇するこ
と 6），AD でみられる老人斑には，Zn，Cu，Fe イオンが
共存すること 7），Cu と Zn がβアミロイド蛋白（Aβ）と
直接結合して Aβを脳内に沈着させ，老人斑が形成され
ること 8）が報告がされている。金属イオンにより起こる
酸化ストレスにより脳神経変性がおこることも示されてい
る 9）。Zn，Cu，Mn と AD や PD の関連を示唆する報告も
ある 10-12）。しかし，未だ詳細は明らかになっていない。

本研究では，加齢マウスに Mn，Zn および Cu をそれぞ
れ長期間投与後，脳神経障害が起こっているかを行動試験
および脳の病理組織学的検査により調べたので報告する。

実験方法

1．実験動物
ICR-JCL（7 週齢）雄マウスを日本クレア株式会社（東

京）から 41 匹購入した。室温 22 ± 3℃，湿度 55 ± 5％，
明暗サイクル 12 時間周期の SPF 動物飼育室で，ポリカー
ボネート製のケージに入れ（5 匹 /1 ケージ，ただし対照
群の 1 ケージのみ 6 匹），20 週齢になるまで水と飼料を自
由摂取させて飼育し，実験に使用した。

2．動物投与試薬の調製
塩化マンガン（Ⅱ）四水和物（MnCl2・4H2O）および

硫酸銅（Ⅱ）五水和物（CuSO4・5H2O）は，和光純薬株
式会社（大阪）の特級試薬を用いた。塩化亜鉛（ZnCl2）
は，関東化学株式会社（東京）の特級試薬を用いた。投与
用の 100 ppm�Mn 水溶液は，MnCl2・4H2O�1.801 g を水に
溶かして 500 mL とし 1000 ppm�Mn 水溶液とした後，用
事希釈して調製した。投与用の 100 ppm�Zn 水溶液は，
ZnCl2�1.042 g を水に溶かして 500 mL とし 1000 ppm�Zn
水溶液とした後，用事希釈して調製した。100 ppm�Cu 水
溶液は，CuSO4・5H2O�1.965 g を水に溶かして 500 mL と
し 1000 ppm�Cu 水溶液とした後，用事希釈して調製した。

3．実験計画
20 週齢 ICR-JCL 雄マウスを対照群 11 匹，Mn，Zn，

Cu 投与群それぞれ 10 匹の 4 群に分け，対照群には水を，
Mn 投与群には 100 ppm�Mn 水溶液を，Zn 投与群には
100 ppm�Zn 水溶液を，Mn 投与群には 100 ppm�Mn 水溶
液をそれぞれ飲料水として 58 週間自由摂取させた。投与
期間中，1 週間に 1 度体重と飲水量を測定した。56 週間投
与後，学習・記憶能力についてステップスルー型受動的回
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若干の低下傾向が認められた。脳，肝臓の体重比は対照群
と比べ投与群で有意な差は認められなかった（データ未掲
載）。

血液生化学検査の結果，TP，Alb，A/G，TTT，AST，
ALT，ALP，γ-GPT，ChE，Amy，Cre，BUN，Na，K，
Cl は，それぞれ正常値範囲内であった。統計学的に，対
照群に比べて Mn 投与群で TTT が，Cu 投与群で Cl に有
意差が認められたが，その他の臨床検査項目では，有意な
差は認められなかった（Table�1）。以上の結果より，マウ
ス へ の 100 ppm�Mn 水 溶 液，100 ppm�Zn 水 溶 液，
100 ppm�Cu 水溶液の 58 週間投与では，肝毒性，腎毒性
および膵臓毒性が現れないことが明らかになった。なお，
長期間に渡る観察期間の間に死亡したマウスは，対照群で
1 匹（11 匹中），Mn 投与群で 1 匹（10 匹中），Zn 投与群
で 3 匹（10 匹中），Cu 投与群で 3 匹（10 匹中）であった。

ステップスルー型受動回避試験は，マウスが暗い場所を
好むことを利用したもので，暗室に入るという行動と電気
ショックの間に関係があることを学習させた（獲得試行）
後，その記憶を長時間覚えているかどうかを調べ（再生試
行），長期記憶能を評価する頻用方法である。明室に入れ
たマウスが暗室に移動するまでに要した時間（潜時）を記
憶の指標とし，潜時が長いほど嫌悪刺激を記憶して回避行
動をとっていると判定する。獲得試行後，1，3，7 日目に
再生試行をし，潜時を最大 300 秒まで測定した。Fig.�2

（A）に各群の潜時の比較を示した。獲得試行時の潜時は
群間で差が認められなかったが，再生試行時の潜時は，
Mn 投与群が対照群に比べ，1，3，7 日後で短くなってい
た。Cu 投与群では，3，7 日後の潜時が対照群に比べて短
くなっていた。ただし，潜時が短かった Mn および Cu 投
与群においてもバラツキが大きかったため，統計学的に有

色を行い，対照群と投与群で差がないかを観察した。

6．統計解析
得られた測定値は，平均値±標準誤差（SE）で表し，

対照群と投与群の有意差検定は GraphPad�Prism の解析ソ
フトを用い Dunnett の多重比較検定により行った。なお，
有意水準は p 値 ＜ 0.05 とした。

結果と考察

20 週齢マウスに 100 ppm�Mn 水溶液，100 ppm�Zn 水溶
液，100 ppm�Cu 水溶液を 58 週間投与した時の投与群お
よび対照群におけるマウスの体重変化を Fig.�1 に示した。

Mn 投与群および Zn 投与群は，対照群と同様の体重曲線
を示したが，Cu 投与群では，対照群の体重曲線に比べて

Table 1����Serum�biochemistry�parameters�in�male�ICR-JCL�mice�after�58-week�treated�with�Mn,�Zn�and�Cu

Control Mn Zn Cu
TP�(g/dL） 5.0 ± 0.1 5.0 ± 0.1 5.0 ± 0.2 5.0 ± 0.2
Alb�(g/dL） 2.9 ± 0.1 2.9 ± 0.1 2.7 ± 0.1 2.8 ± 0.1
A/G 1.3 ± 0.0 1.4 ± 0.1 1.2 ± 0.1 1.4 ± 0.1
TTT�（U） 1.3 ± 0.3 0.6 ± 0.1 ＊ 0.8 ± 0.1 0.7 ± 0.0
AST�(IU/L) 78 ± 9 77 ± 11 73 ± 20 68 ± 3
ALT�（IU/L) 34 ± 2 40 ± 3 29 ± 4 36 ± 6
ALP�（IU/L) 121 ± 13 153 ± 22 140 ± 24 163 ± 11
γ-GPT�（IU/L) 2 ± 0 2 ± 0 1 ± 0 1 ± 0
ChE�（IU/L) 24 ± 2 27 ± 2 23 ± 2 23 ± 2
Amy�（IU/L) 939 ± 52 1150 ± 195 948 ± 67 1010 ± 120
Cre�(mg/dL） 0.07 ± 0.00 0.06 ± 0.01 0.26 ± 0.19 0.06 ± 0.01
BUN�(mg/dL） 30 ± 4 24 ± 2 52 ± 27 28 ± 2
Na�(mEq/L) 155 ± 1 156 ± 1 156 ± 0 157 ± 1
K�(mEq/L) 4.7 ± 0.7 6.5 ± 0.6 7.5 ± 0.8 6.6 ± 0.2
Cl�(mEq/L) 113 ± 1 115 ± 1 114 ± 1 117 ± 1 ＊

T-Bil�(mg/dL） 0.1 ± 0.0 0.1 ± 0.0 0.1 ± 0.1 0.1 ± 0
Data�are�represented�as�the�mean ± SE.
＊ Significantly�different�from�control�group�(P ＜ 0.05)
Toxicologically�significant�changes�were�not�found�in�serum�biochemistry�parameters.

Fig. 1���Body�weight�curves�of�male�ICR-JCL�mice�administered�
Mn,�Zn�or�Cu�during�the�58-week�experimental�period.�
Values�represent�the�mean ± SE.
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がある。
近年，神経変性疾患発症の多くは，蛋白の構造（コン

フォメーション）の異常に起因していることが明らかと
なっている 14）。その代表例としてタウオパチーとシヌク
レイノパチーがある。タウオパチーは，脳内に異常にリン
酸化されたタウ蛋白が脂溶性の神経原線維変化（NFT）
を形成し，神経細胞内に蓄積する変性疾患群の総称で，タ
ウオパチーに属する疾患には AD がある 15）。シヌクレイ
ノパチーは，リン酸化したα- シヌクレインが脳内に異常
蓄積する変性疾患群の総称で，シヌクレオパチーに属する
疾患には，PD やレビー小体病（DLB）がある 16）。これま
での研究で，Zn，Cu，Mn と AD や PD の関連性が示さ
れている 10-12）。また，Zn や Cu が Aβやタウ蛋白質の蓄
積性に関連し，さらに AD，PD とも関連しているという
報告がある 17）。in�vitro 実験で，Mn がα- シヌクレイン
の線維化を加速させること，また，α- シヌクレインの増
加が PD と関連することを示した報告もある 18）。本研究に
おいても，Mn，Zn，Cu 摂取によりタウやα- シヌクレイ
ンの蓄積が起こっていた可能性がある。このことを調べる
ため，抗リン酸化タウ抗体および抗リン酸化α- シヌクレ
イン抗体を用い免疫組織化学染色を行い，長期記憶障害が
起こったマウスの脳内にリン酸化したタウやα- シヌクレ
インが蓄積しているかを調べたが，染色された部位が対照
群にも多く観察され，記憶障害の起こった投与群との間に
差が認められなかった。また，HE 染色においても，対照
群と投与群で差が認められなかった（データ未表示）。そ
の理由として，以下のことが考えられる。タウおよびα-
シヌクレインの異常蓄積，AD，PD，DLB などの神経変
性疾患は，加齢と関係することが報告されている 19,�20）。本
研究の病理組織学検査は，78 週齢の老齢マウスについて
行なわれたため，対照群と投与群の間に差が認められな
かった可能性がある。また，加齢による学習記憶能力低下
に酸化ストレスが関与していること 21），金属イオンが酸
化ストレスを誘導すること 9,�22），Aβ誘導性細胞死に活性
酸素が関与していること 23）が示されている。これらのこ
とより，金属イオンにより発生する活性酸素ストレスによ
り脳神経細胞の脱落が起こり，記憶障害がおこっていた可
能性もある。今後，さらに，酸化ストレスの影響も含め，
加齢マウスへの Mn，Zn，Cu の長期間投与より起こる学
習・記憶障害について詳細に調べていく必要がある。
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