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研究成果の概要（和文）：無機ヒ素（iAs）とマンガン（Mn）は認知機能障害の原因物質であるが、iAsとMnの複
合暴露での影響は不明である。iAs暴露による血液脳関門（BBB）のタイトジャンクション（TJ）傷害の発生は確
認されたが、Mn暴露では確認されなかった。一方、iAsとMnの複合暴露では、MnはiAs単独のBBBのTJ傷害が増強
した。iAsとMnの複合暴露の現実から、当該研究の意義と必要性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Inorganic arsenic (iAs) and manganese (Mn) are causative agents of cognitive
 dysfunction, but the effects of combined exposure are unknown. We speculate that the cognitive 
dysfunction caused by iAs exposure may have a mechanism of action whereby tight junction (TJ) injury
 of the blood-brain barrier (BBB) occurs first, followed by stepwise injury of glial cells and 
neurons by iAs that have penetrated the BBB. Mn is more likely to transfer to brain tissue than iAs,
 but the detailed mechanisms of BBB on TJ are unknown. In validation experiments using the rat in 
vitro BBB model, combined exposure to iAs and Mn increased BBB TJ injury compared to exposure to iAs
 alone. Furthermore, validation using human brain neurons and rat astrocytes confirmed that combined
 exposure to iAs and Mn was associated with increased toxicity compared to exposure to each alone.  
This study highlights the need for research to elucidate the cognitive dysfunction in combined 
exposure to iAs and Mn.　
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研究成果の学術的意義や社会的意義
無機ヒ素（iAs）やマンガン（Mn）暴露からの認知機能障害に関する解明研究は公衆衛生学において重要な課題
である。さらに、慢性ヒ素中毒の発生地域ではMnの同時暴露も存在し、複合暴露による影響の検証が必要であ
る。rat in vitro-BBB modelは、iAsとMnの複合暴露ではBBBのTJ傷害の増強の確認が可能となり、実験動物の代
替法になり得るin vitro-BBB modelであった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景  
無機ヒ素（iAs）の飲料水汚染が原因で発生した慢性ヒ素中毒はアジアや中南米諸国にて大規

模に発生し、現在でも終息に至っていない 1)。慢性ヒ素中毒の発生地域における新たな健康影
響の問題として、小児の認知能力（cognitive abilities）の障害や成人での認知機能障害が疫
学研究にて明らかになった 2)。また、非ヒ素汚染地域において食事から摂取する iAs による小
児の認知能力への影響も危惧されている 1)。 
他方、マンガン（Mn）は人においてエッセンシャル元素であるが、しかし、成人では過剰暴

露では脳神経障害が発生し、パーキンソン病やアルツハイマー病が知られている。一方、小児
における認知機能障害は、アジアや南米での慢性ヒ素中毒発生地域において確認されている。 
近年、食事からの過剰な iAs や Mn の摂取から欧州食品安全機関は許容上限摂取量を検討して

いる。すなわち、iAs と Mn は共に認知機能障害の原因物質であり、それらの複合暴露は慢性ヒ
素中毒の発生地域、そして、日常の食事において現実に存在しており、iAs や Mn の単独暴露に
対する複合暴露についての解明が必要と考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、iAs、Mn、iAs と Mn 暴露による認知機能障害に関して、その中間過程での

作用機序、特に、BBB の TJ 傷害に与える相乗作用の有無について検証を試みた。さらに、iAs
と Mn における毒性の相乗作用も不明であることから、ヒトや動物の神経細胞やアストロサイト
のモデル細胞を用いて検証を試みた。 
 
３．研究の方法 
iAs と Mn の試験試薬： 
三酸化ヒ素（iAsIII）と塩化マンガン

(Ⅱ)四水和物（Mn）を用い、実験では
iAsIIIは 10 µM に固定し、Mn は 10 - 500 
µMの範囲にて単独と複合暴露にて検討し
た。 
細胞毒性試験： 
ヒト神経芽腫細胞株（SH-SY5Y）とラッ

トグリオーマ細胞株（C6）の 2種類を用
い、37℃、5％CO2条件下で培養した。SH-
SY5Y 細胞と C6 細胞を 96well プレートに播種し、翌日、iAs と Mn を単体および複合暴露を行
い、24 時間後に Cell Counting Kit-8（CCK-8, 同人化学研究所）を添加し、マルチラベルリー
ダー（ARVOx4,PerkinElmer）にて吸光度 450nm を測定した。 
BBB-TJ 傷害の評価： 
 BBB-TJ 傷害は、Wistar 系ラットの初代脳毛細血管内皮細胞、ペリサイト、アストロサイトを
共培養して作製した rat in vitro-BBB model（PharmaCo-Cell）を用い（図 1）、経内皮電気抵
抗（transendothelial electrical resistance、TEER）値を TEER measurement system 
(Millicell ERS-2, Merck Millipore)を用いて測定した 3)。 
データ解析： 
 測定値の統計解析は、一元配置分散分析（One-way ANOVA、Tukey HSD）にて行った。 
 
４．研究成果 
(1) iAsIIIと Mn 単独暴露、および、iAsIIIと Mn 複合暴露での細胞毒性の比較 
ヒト神経芽腫細胞株(SH-SY5Y）での検討： 
 iAsIIIは 10 µM、Mn は 10 
- 200 µM、iAsIII(10 µM)+ 
Mn(10, 100,200 µM)の実験
群において、CCK-8 法での
細胞毒性を評価した。
iAsIIIは対照群に比較して
毒性が強く発現し（p < 
0.01）、Mn は iAsIIIに比較
して毒性が弱いが濃度依存
的な発現を認めた（p < 
0.01）。これに対して、
iAsIIIと Mn の複合暴露では
iAsIII単独よりも Mn の存在
により毒性が増強する傾向
を確認した（p < 0.01）（図
2）。 



ラットグリオーマ細胞株(C6)での検討： 
iAsIIIは 10 µM、Mn は 250 と 500 

µM、iAsIII(10 µM)+ Mn(250, 500 µM)
の実験群において、CCK-8 法での細胞
毒性を評価した。iAsIIIは対照群に比
較して毒性が強く発現し（p < 
0.01）、Mn は iAsIIIに比較して毒性が
弱いが, 
高濃度では毒性を認めた（p < 0.01）。
これに対して、iAsIIIと Mnの複合暴
露では iAsIII単独よりも Mn の存在に
より毒性が増強する傾向を確認した
（p < 0.01）（図 3）。 
 SH-SY5Y と C6 細胞を用いた毒性試
験から、Mn は iAsIIIの毒性を相乗的
に増加させる作用が明らかになった
が、そのメカニズムは不明であり解
明が必要である。 
 
(2) rat in vitro-BBB model での TJ 傷害の比較： 
 iAsIIIは 10 µM、Mn は 10 - 200 µM、iAsIII(10 µM)+ Mn(10, 100,200 µM)の実験群において、
それぞれの試験試薬を rat in vitro-BBB model の luminal compartment（blood side）に添加
して 24 時間培養した。24
時間目の TEER 値は、iAsIII

では対照群に比較して TJ
傷害が発現し（p < 
0.01）、しかし、Mn はい
ずれの濃度でも TJ 傷害を
認めなかった。これに対し
て、iAsIIIと Mn の複合暴露
では iAsIII単独よりも Mn
の存在により TJ 傷害が発
現した（p < 0.01）（図
4）。すなわち、Mn は
iAsIIIの TJ 傷害を相乗的に
作用する可能性が示唆さ
れ、他の TJ 傷害の指標に
ての確認も必要となる。 
 
(3) まとめ 
  SH-SY5Y と C6 細胞を用いて iAsIIIと Mn の単独、そして、iAsIIIと Mn の複合暴露での CCK-8
法での細胞毒性を検討した結果、Mn の毒性はエッセンシャル元素であり iAsIIIに比較して弱い
傾向であった。本研究において注目した、iAsIIIと Mnの複合暴露は iAsIII単独暴露より毒性の
増加が SH-SY5Y と C6 細胞において共通して確認されたが、メカニズムの解明は今後の課題であ
る。他方。rat in vitro-BBB model を用いて BBB の TJ 傷害を評価した結果、Mn は TJ 傷害を発
生しなかった。iAsIIIは酸化ストレス作用にて BBB の TJ 傷害を発生する知見は、我々の先行研
究と一致していた 3)。これまでの疫学研究において、iAs や Mn 暴露はそれぞれ認知機能障害の
原因物質であることが明らかになり、さらに、iAs と Mn の複合暴露の機会も存在しており。本
研究から、iAsIIIと Mn の複合暴露では iAs 暴露より TJ 傷害を増強することが明らかになり、
この様な背景から、当該研究の意義と更なる充実の必要性が明らかになった。 
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