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研究成果の概要（和文）：微量金属の細胞内吸収における金属トランスポータ、メタロシ

ャペロンの役割および神経科学的役割を明らかにしようと試みた。銅と亜鉛は腸管吸収で

拮抗し、それに銅のトランスポータ Ctr1 が関与していることが明らかになった。亜鉛と

神経系の老化との関連を検討し、老化促進モデルマウス SAMP10 では、老化に伴い大脳

皮質における亜鉛およびカテコールアミン合成が低下することが明らかになった。銅結合

ポリフェノールは、銅シャペロン CCS を介して PC12 細胞にアポトーシスを誘導するこ

とが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate roles of trace elements, 
metal transporters and metallochaperone in the central nervous system. Our results 
indicate that reduction of Cu transporter Ctr1 but not MT induction is the primary 
cause of the inhibition of Cu absorption by excessive intake of Zn. Declines of syntheses 
of catecholamines and zinc concentrations were observed in the cerebral cortex of 
SAMP10 with aging. Cu-polyphenol induces apoptosis via CCS-XIAP degradation 
induced by incorporated Cu in PC12 cells 
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１．研究開始当初の背景 
銅、亜鉛などの必須微量金属は、中枢神経系
において脳の成長因子や神経伝達物質代謝
酵素の補酵素としての役割を担うのみなら
ず、金属イオンとして中枢神経伝達機構にお

ける神経伝達強度の調節や脳機能の根幹を
なす学習・記憶能などの発現・保持に重要な
役割を演じていることが明らかになってき
た。さらに、アルツハイマー病で、有害金属
のアルミニウムの蓄積のみならず必須微量
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金属の亜鉛・銅、銅結合蛋白および神経伝達
物質の代謝異常が起きること、必須微量金属
の鉄の脳への過剰蓄積がパーキンソン病の
一因と考えられること、脳の老化に伴って変
動する脳内必須微量金属が存在することな
ど、必須微量金属が中枢神経系の構築や機能
発現・保持、生理的老化に伴う脳機能の低下、
さらには、老化関連疾患の発症，病態にも密
接に関与していることが示唆されている。し
かしながら、必須微量金属の神経細胞での吸
収・排泄、細胞内器官への移行機構など基礎
的かつ最も重要な課題の解明はなされてい
ない。近年、必須微量金属を細胞内に取込む
各金属に特異的な金属イオン膜輸送蛋白や
細胞内の金属の移動、標的蛋白への受け渡し
を司るメタロシャペロンがあいついで同定
され、必須微量金属の吸収・細胞内移動・排
出の代謝制御機構を、遺伝子レベル、蛋白レ
ベルで解明する研究が可能となり、申請者も
含め、この方面からの研究アプローチが増え
てきている。しかしながら、現段階において
も、その重要性にもかかわらず、中枢神経伝
達機構の構築や中枢神経機能の発現・保持に
おける微量金属の神経化学的役割を解明す
るために必要な基礎的かつ重要な研究は不
十分である。これらの背景を踏まえ、いくつ
かの実験を行い成果を得た。その中で、1. 必
須微量金属の生体内吸収における金属、金属
イオン膜輸送蛋白およびメタロシャペロン
の相互作用の解明、2. 老化による脳機能の低
下に対する微量元素の関与に関する研究、3. 
必須微量金属−ポリフェノールの結合による
細胞死誘導機構の解明に関する研究で得ら
れた成果について報告する。 
 
２．研究の目的 
微量金属とその選択的透過性や細胞内動態
および代謝制御機構に関わる金属イオン膜
輸送蛋白およびメタロシャペロンが、微量金
属の腸管での選択的吸収、中枢神経伝達機構
の構築および脳機能の発現・保持・増進およ
び老化、神経変性疾患に伴う脳機能の低下に
おいて果たす役割を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）亜鉛（Zn）過剰摂取ラットの腸管にお
ける銅(Cu)吸収機構 
① 実験動物：体重およそ 170g の雄 SD
（Sprague-Dawley）ラット（日本クレア株式
会社，東京）を Zn5 群，Zn200 群，Zn500 群
の 3群に分け，Zn 濃度の違う飼料を 8週間与
えた．各群のラットに与えた飼料の Zn 濃度
を，表に示す．Zn5 群に与えた飼料が標準的
な濃度の Zn を含んでおり，この群を対照群
とした．各々の飼料に含まれるタンパク質，
炭水化物，脂質，ミネラルとビタミン混合物

のような食品構成は，Zn 濃度を除いて同一で
あった．摂取量は，ラット各群で同量にした．
8 週間後，エーテル麻酔下でラットの大動脈
分岐から血液を採取して，と殺後小腸と肝臓，
腎臓を摘出し，－80℃で保存した。なお，ラ
ットの飼育および実験は，北海道大学大学院
歯学研究科動物実験に関する指針に則って
行った。 
② 微量金属濃度の測定 
小腸，肝臓，血漿，腎臓の各 1～2g を，金属
測定用硝酸を用いて湿式灰化後 50ml にメス
アップして試料とし，誘導結合プラズマ質量
分析装置（ICP-MS SPQ6500，セイコー電子社
製）により測定した． 
③ 金属イオン膜輸送蛋白およびメタロシャ
ペロン等の蛋白発現量の測定 
金属イオン膜輸送蛋白およびメタロシャペ
ロン等の蛋白発現量の測定には、western 
blotting 法を用いた。 
④メタロチオネインの蛋白発現量の測定 
小腸中のメタロチオネインの蛋白発現量は、
試料をゲル濾過後、各フラクションの亜鉛お
よび銅濃度を測定することで推定した。 
 
（２）老化促進ラットにおける脳内微量金属
及びカテコールアミン代謝の変動 
① 実験動物：加齢に伴い、脳萎縮と記憶・
学習障害を呈する老化促進マウス SAMP10 お
よび対照マウス（SAMR1）を１２ヶ月齢まで
飼育し、エーテル痲酔下、脳を摘出し、８分
割した。大脳皮質を試料として用いた。 
②大脳皮質中のカテコールアミン濃度の測
定 
カテコールアミンの測定は、HPLC-ECD 法を用
いて測定した。 
③微量金属濃度の測定 
大脳皮質を，金属測定用硝酸を用いて湿式灰
化後メスアップして試料とし，誘導結合プラ
ズマ質量分析装置（ICP-MS SPQ6500，セイコ
ー電子社製）により測定した。 
④カテコールアミン代謝酵素等の蛋白発現
量の測定 
測定には、western blotting 法を用いた。 
 
（３）銅、ポリフェノールおよび銅結合ポリ
フェノールによる神経細胞死の機構解明 
①細胞：細胞は、神経細胞のモデル細胞であ
る PC12 細胞を用いた。銅、生姜科ウコン由
来のポリフェノールおよび銅—ポリフェノー
ル（1：1）を最終濃度 0 から 100 M 添加し，
２４時間培養後、細胞を採取し試料とした。 
②細胞死の測定 
ネクローシスの測定 
ネクローシスは、サイトゾール中に放出され
る乳酸脱水素酵素(LDH)活性により測定した。 
アポトーシスは、DNA 断片化の測定キットを
用いて測定した。 



 

 

③アポトーシス関連蛋白の測定 
アポトーシス関連蛋白の定量には、western 
blotting 法を用いた。 
④銅濃度の測定 
細胞中の銅濃度は、誘導結合プラズマ質量分
析装置を用いて測定した。 
 
４．研究成果 
（１）亜鉛（Zn）過剰摂取ラットの腸管にお
ける銅(Cu)吸収機構 
① Zn 過剰摂取ラットの小腸・肝臓・血漿・
腎臓の金属濃度 
小腸の Zn 濃度の対照群と比較して Zn200 群
では増加したが，有意差は認められなかった．
一方 Zn500 群では明らかな増加を示し，対照
群および Zn200 群と Zn500 群の間に有意な差
が認められた（p＜0.01）．肝臓の Zn 濃度は，
対照群と Zn200群間に有意差は認められなか
った一方，Zn500 群では対照群および Zn200
群との間に有意な差が認められた（p＜0.01）．
血漿の Zn濃度では、対照群と Zn500 群の間，
Zn200 群と Zn500 群の間に有意な差が認めら
れた（p＜0.01）．腎臓の Zn 濃度は，対照群
と Zn200 群では変化なかったが，Zn500 群で
178.3μg/gw.w.（±5.4）と増加がみられ，
対照群および Zn200 群との間に有意な差が認
められた（p＜0.01）． 
② Zn 過剰摂取ラットの小腸・肝臓・血漿・
腎臓の Cu 濃度 
小腸の Cu 濃度の平均値は，対照群と比較し
て Zn200 群および Zn500 群で減少しており，
対照群と Zn500群の間には有意差が認められ
た（p＜0.01）．肝臓の Cu 濃度は，対照群と
比較して Zn200 群で大きく減少し，Zn500 群
ではさらに減少しており，対照群と Zn200群，
対照群と Zn500群の間に有意な差が認められ
た（p＜0.01）．血漿の Cu 濃度は，対照群に
対して Zn200 群で激減し，Zn500 群でさらに
減少しており、対照群と Zn200 群の間，対照
群と Zn500 群間に有意な差を認めた（p＜
0.01）．腎臓では Zn200 群，Zn500 群の Cu 濃
度が減少したが，各群の間に有意な差は認め
なかった． 
③ Zn過剰摂取ラットにおけるCuトランスポ
ータ Ctr1 および２価金属トランスポータ
DCT1 の変動 
各々対照群の計測値を 100％とし，比較値（±
SE）として示した． 
小腸の Ctr1 は，対照群と比較して Zn200 群、
Zn500 群共に減少し，対照群と Zn500 群の間
に有意な差が認められた（p＜0.05）。小腸の
DCT1 は，有意な変動はみられなかった。 
④ Zn過剰摂取ラットにおけるCuシャペロン
CCS および SOD1 の変動 
小腸の CCS は，対照群と比較すると Zn200 群、
Zn500 群共に蛋白発現量の増加がみられ，対
照群と Zn500 群の間に有意な差が認められた

（p＜0.05）。肝臓の CCS は、対照群と比較し
て Zn200 群、Zn500 群共に増加がみられ、対
照群と Zn500 群の間に有意な差が認められた
（p＜0.05）。小腸の SOD1 は，対照群と比較
して Zn200 群で増加し Zn500 群で減少してお
り、 Zn200 群と Zn500 群の間に有意な差が認
められた。 
⑤ Zn過剰摂取ラットにおける小腸中のMTの
動態 
高分子タンパクに結合する Zn は，対照群と
比較して Zn を過剰に摂取させた Zn200 群，
Zn500 群で濃度依存性に増加した．MT に結合
した Znは，対照群と Zn200 群ではみられず，
Zn500 群でのみ認められた。高分子タンパク
と結合した Cu は，対照群と比較して Zn 過剰
摂取の Zn200 群と Zn500 群で減少していた．
MTに結合したCuは Zn500群でのみみられた。 
 
（２）老化促進ラットにおける脳内微量金属
及びカテコールアミン代謝の変動 
①大脳皮質中のカテコールアミン濃度 
老化促進を示す、SAMP10 の１２ヶ月齢の大脳
皮質中のドーパミン濃度は、対照群 SAMR1 に
比較して有意に低値を示した。同様に、１２
ヶ月齢の大脳皮質中ノルエピネフリン濃度
も SAMR１に比較して、SAMP10 で有意な低下
が認められた。一方、カテコールアミンの代
謝産物である。しかし、ドーパミンの代謝産
物メタネフリンおよびノルエピネフリンの
代謝産物 MHPG は、SAMP10 と SAMR1 間に有意
な差は認められなかった。 
②大脳皮質中の微量金属濃度 
１２ヶ月齢の大脳皮質中亜鉛濃度および銅
濃度は SAMR１に比較して、SAMP10 で有意な
低値が認められた。 
③カテコールアミン合成酵素等の蛋白発現
量の測定 
１２ヶ月齢の SAMP10 の大脳皮質中カテコー
ルアミン合成酵素であるチロシンハイドロ
キシラーゼおよびドーパミン・ベータ・ハイ
ドロキラーゼの蛋白量には、対照群に比較し
て有意な差は認められなかった。しかし 
リン酸化された（活性化）チロシンハイドロ
キシラーゼの蛋白発現量は、対照群に比較し
て、有意な低値を示した。 
 
（３）銅、ポリフェノールおよび銅結合ポリ
フェノールによる神経細胞死の機構解明 
ポリフェノールが PC12 細胞に強くネクロー
シスを誘導した。一方，アポトーシスは、銅
結合ポリフェノールが最も強く誘導した。同
じ濃度では、銅単独添加の細胞死誘導は本研
究で用いた濃度では最も弱かった。 
 次に銅、ポリフェノールのおよび銅結合ポ
リフェノールによるアポトーシス誘導経路
を検討した。ミトコンドリアを介したアポト
ーシスの有無を調べるために、ミトコンドリ



 

 

アからのチトクローム cの放出量を測定した。
その結果、銅およびポリフェノール単独添加
で、対照群（無添加群）に比較して有意なチ
トクローム cのリリースが認められた。一方、
銅結合ポリフェノールは，有意なリリースの
変動を示さなかった。 
 次に、プロテアソーム阻害を介したアポト
ーシス誘導経路が関与するかどうかを明ら
かにするために、ポリフェノール、銅及び銅
結合ポリフェノール添加により誘導される
ユビキチン化タンパク量の変動を測定した。
ポリフェノール単独添加のみで、コントロー
ルと比較して有意なユビキチ化蛋白の上昇
がみられた。 
 次にアポトーシス阻害蛋白である XIAP に
対する影響を検討した。XIAP 量は、銅、ポリ
フェノールおよび銅結合ポリフェノール全
てんの添加（50 M）により低下を示した。特
に，銅結合ポリフェノールで著しい低下が認
められた。細胞内銅濃度は、銅結合ポリフェ
ノール添加で著しい上昇が認められた。さら
に、銅結合ポリフェノール添加のみで、銅メ
タロシャペロンである CCSの有意な低下が認
められた。 
 
結論 
（１）亜鉛（Zn）過剰摂取ラットの腸管にお
ける銅(Cu)吸収機構 
Zn 過剰摂取による Cu 吸収阻害機構として、 
① Zn の過剰摂取が中等度では、まず Ctr1 量
が減少して体内への Cu 吸収が低下すると同
時に、Cu 欠乏の指標である小腸細胞中の CCS
が増加を示す。② Zn の過剰摂取が大きくな
ると、Ctr1の減少とCCSの増加はさらに進み、
加えて過剰な金属と結合する MT が小腸中に
誘導され Cu と結合して、その結果、生体内
の銅濃度の著しい低下を示す。以上の二つの
過程で引き起こされることが強く示唆され
た。この研究成果は、これまで明らかにされ
ていなかった亜鉛による銅の吸収阻害の作
用機序を明らかにしたことにより、今後の微
量元素による疾病の予防あるいは治療の際
の摂取方法の改善に役立つ基礎的かつ重要
な知見である。 
 
（２）老化促進ラットにおける脳内微量金属
及びカテコールアミン代謝の変動 
老化促進マウス SAMP10 の大脳皮質中の亜鉛、
銅濃度は加齢により、低下することが明らか
になった。さらに、神経伝達物質ドーパミン、
エピネフリンも加齢に伴い低値を示すが、そ
の代謝産物は変動していないことから、カテ
コールアミンの低下は分解の促進ではなく
合成系に異常が生じている可能生が高いこ
とが示された。SAMP10 の大脳皮質中のカテコ
ールアミン合成酵素であるチロシンハイド
ロキシラーゼとドパミン・ベータ・ハイドロ

キシラーゼの蛋白発現量は、対照群と比較し
て有意な変動を示さなかったが、リン酸化チ
ロシンハイドロキシラーゼ量は、有意に低下
しており、SAMP10 のドーパミンの低下は、合
成酵素の活性化機構の異常が関与している
ことが示唆された。これらの成果は、老化に
伴う記憶・学習機能低下や神経伝達機能の低
下を予防あるいは改善のための一つのター
ゲットおよび必須微量元素の摂取による老
化予防の可能性を示唆した点で重要である。 
 
（３）銅、ポリフェノールおよび銅結合ポリ
フェノールによる神経細胞死の機構解明 
本研究により、PC12 細胞において、銅混合は
銅あるいはポリフェノール単独添加と比較
してより強くアポトーシスを誘導すること
が明らかになった。さらに銅、ポリフェノー
ルおよび銅結合ポリフェノール添加による
アポトーシス誘導経路はそれぞれ異なって
いることが明らかになった。 
 すなわち、銅単独添加で誘導されるアポト
ーシスには、ミトコンドリアからのチトクロ
ーム cの放出を介した経路が主に関与し、ポ
リフェノール単独添加で誘導されるアポト
ーシスには、プロテオソーム活性阻害による
ユビキチン蛋白の蓄積およびミトコンドリ
アからのチトクローム cの放出を介した経路
が主に関与し、さらに、銅結合ポリフェノー
ル添加によるアポトーシス誘導機構には、細
胞内の銅濃度の上昇による CCS－XIAPの分解
を介した経路が強く関与することが示唆さ
れた。 
 これらの知見は、金属および金属-ポリフ
ェノールによって PC12 細胞にアポトーシス
を引き起すこととその機構を明らかにした
ことで、金属-ポリフェノールが中枢神経細
胞にアポトーシスを引き起す可能性とその
作用機序を示すことができた。さらに、金属
とポリフェノールのサプリメントの混合摂
取時の相互作用の一端が明らかになり、今後
の適正摂取量の設定の根拠となる知見であ
る。また、XIAP 蛋白の亢進で不死性を獲得し
ているいくつかのがんの治療に、金属結合ポ
ロフェノールの有効性を示す知見である。 
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