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研究成果の概要（和文）：マンガン曝露によってパーキンソン病に類似した症状を呈することが

報告されている。一方、通常のパーキンソン病患者においても、鉄やマンガンが脳内へ異常蓄

積することがあるとの報告がある。これまで、脳神経細胞におけるマンガン輸送については鉄

輸送体の divalent metal transporter 1（DMT1）およびトランスフェリン受容体の関与しか検討さ

れていない。われわれはこれまでに、亜鉛輸送体ファミリーZrt-, Irt- related protein（ZIP）のう

ち、ZIP8 および ZIP14 が Mn
2+輸送に関与していることを見出している。そこで本研究では、

神経細胞における ZIP8および ZIP14の発現と Mn
2+輸送への関与を検討した。細胞は、SH-SY5Y

細胞（ヒト神経芽細胞腫）および HT22（マウス海馬細胞）を用いた。SH-SY5Y 細胞および HT22

細胞における金属輸送体の発現を RT-PCR法で調べた結果、ZIP8, ZIP14 および DMT1の発現が

確認できた。これまでに、SH-SY5Y 細胞における Mn
2+取り込みに DMT1 が関与していること

が報告されている。そこで SH-SY5Y 細胞に、DMT1 siRNAを導入して DMT1 の発現を抑制す

ると、Mn
2+取り込み効率はコントロールに比べて顕著に低下した。しかし、Cd

2+および Zn
2+取

り込み効率は変化しなかった。次に、ZIP8 siRNA を導入して ZIP8 の発現を抑制した。しかし、

Mn
2+

, Cd
2+

, および Zn
2+の取り込み効率はコントロールと比較して変化しなかった。一方、ZIP14 

siRNAを導入して ZIP14 の発現を抑制すると、Mn
2+および Cd

2+取り込み効率はコントロールの

半分以下にまで低下した。しかし、Zn
2+取り込み効率は変化しなかった。また HT22 細胞を用

いた実験においても、SH-SY5Y 細胞と同様に ZIP8 を発現抑制しても Mn
2+

, Cd
2+

, および Zn
2+

取り込み効率は変化せず、ZIP14 を発現抑制すると Mn
2+および Cd

2+取り込み効率は低下した。

以上の結果から SH-SY5Y, および HT22 細胞のいずれにおいても ZIP14 の発現を抑制すると、

Mn
2+取り込み効率は低下することが明らかになった。よって神経細胞では、DMT1のみならず、

ZIP14 がマンガン輸送に重要な役割を果たしている新たな可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Manganese (Mn) is an essential element, but exposure to excess amount of 

Mn causes symptoms similar to Parkinson's disease. Although several transporters may be involved in 

Mn uptake, only the role of DMT1 and transferrin receptor have been examined regarding Mn transport 

in nervous systems. To confirm the contribution of DMT1, we first examined the effects of DMT1 

siRNA. As a result, the uptake of Mn in human neuroblastoma SH-SY5Y cells was suppressed by 

introduction of siRNA of DMT1. Next, we focused on zinc transporters, ZIP8 and ZIP14, which can 

transport Mn as well as Zn and Cd. The uptakes of Mn
2+

 and Cd
2+

 were suppressed by the introduction 

of siRNA of ZIP14, but not by ZIP8, in both SH-SY5Y and mouse hippocampus HT22 cells. These data 

suggest that ZIP14 in addition to DMT1 might play an important role in Mn transport in neuronal cells. 
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１．研究開始当初の背景 

マンガン中毒は、パーキンソン病症状と

類似しており、様々な精神症状も報告され

ている。現在でも鉱石産出国や発展途上国

においてはマンガン曝露による職業病と

して注目されている。また，近年，溶接作

業者にマンガン中毒が多発しているとい

う報告があり、マンガン中毒が職業病とし

て新たに注目されてきている。このように

マンガンの過剰摂取によってパーキンソン

病様症状などの神経障害を招くことが知ら

れているが、脳神経系細胞におけるマンガン

輸送機構についてはほとんど明らかになっ

ていない。 

これまでに哺乳動物細胞におけるマンガン

の取込みに関しては、下記の 3つの輸送経路

が推測されている。トランスフェリン（Tf）

受容体は、本来 Fe
3+

-Tf複合体をエンドサイ

トーシスにより細胞に取り込む経路である

が、3 価のマンガン（Mn
3+）は脳において Tf

と結合するという報告がある。しかし、その

詳細は明らかになっていない。2 価鉄（Fe
2+）

輸送体である divalent metal transporter1

（DMT1）は、Fe
2+

 以外の 2 価金属も輸送す

ることが知られており、Mn
2+の輸送にも関与

している可能性がある。実際、パーキンソン

病モデルマウスの中脳における DMT1 の発

現上昇が報告されている。一方、近年、亜鉛

輸送体ファミリーである Zrt-, Irt-related 

protein （ZIP）のうち、ZIP8, ZIP14 は Mn
2+

にも親和性を示すことが報告されているが、

脳神経系においてこれらの亜鉛輸送体が

Mn
2+輸送に関与しているのかどうかは不明

である。また、Ca チャネルの一部は Mn
2+の

取り込みに関与することが知られているが、

その機構もほとんどわかっていない。一方、

赤血球を用いて Mn
2+の取り込み機構を検討

した研究により、細胞膜には Mn
2+に対する親

和性の異なる複数の輸送系が存在すること

が示唆されている。 

このように、マンガン輸送に関する基礎的

研究データは非常に少ない。マンガンは鉄

や亜鉛、カルシウムの輸送経路を介して細胞

に取り込まれることが予測されているが、脳

神経細胞においてこれらの輸送体が実際

にマンガン輸送に関わっているのかどう

か、また、脳神経系におけるこれら輸送体

の発現とマンガン毒性との関係もほとん

ど分かっていないのが現状である。  

 

２．研究の目的 

古くからマンガン曝露によるパーキンソ
ン病様症状などの神経疾患が報告されてい
たが、マンガンの細胞内取り込みや排泄の
詳しいメカニズムはほとんど明らかにな
っていない。本研究者は、これまでにカドミ
ウムの輸送機構の解析を行ってきたが、その
研究の過程で、Cd

2+と Mn
2+の輸送系の一部は

共通することを明らかにした。しかし、神経
細胞における Mn

2+輸送に Cd
2+と共通の輸送

系が関与しているかどうかは全く検討され
ていない。そこで、本研究では、1) 様々な脳
神経系細胞におけるマンガン感受性とマン
ガン輸送能、輸送機構を比較検討する、2) 神
経細胞における Mn

2+の取り込みに ZIP8 およ
び ZIP14 が関与するかどうか検討し、その寄
与度を明らかにすることを目的とする。その
ことにより、マンガンが原因とされている疾
患の発症メカニズムや治療法の確立に貢献
できると考えられる。 

 

３．研究の方法 

本研究は、多種類の神経細胞、グリア細胞
におけるマンガン感受性と Mn

2+取り込み効
率を比較検討した。神経細胞として N18TG2

細胞（マウス神経芽細胞腫）、PC12細胞（ラ



ット褐色細胞種）、C6 glioma 細胞（ラットグ
リオーマ）、HT22 細胞（マウス海馬由来）、
SH-SHSY 細胞（ヒト神経芽細胞腫）を使用し
た。細胞生存率は alamarBlue法により調べた。
細胞内への金属取り込み効率及び蓄積量は、
細胞を 3.0×10

5
cells/well で播種し、24 hr 培養

した。実験開始 30 min 前にメディウムを
serum-free 培地に交換した。 [

54
Mn]-MnCl2を

それぞれ添加した。1hr 後、serum入りのメデ
ィウムで 3 回、PBS で 1 回 wash し、細胞を
回収し、カウンターで 54

Mnの放射活性を測
定した。重炭酸の Mn

2+取り込みへの影響は、
培地の変わりに HEPES buffer を使用し、重炭
酸を含まない bufferと 60 mM含む bufferを使
用した。 

各輸送体の mRNA発現量は細胞から SV 

Total RNA Isolation Systemにより total RNAを
抽出した。それぞれの輸送体の発現量は特異
的 primer により、半定量的 RT-PCR法にて測
定した。 

これまでに神経以外の細胞において報告
されているマンガン輸送体が神経細胞でど
のように相互に役割分担しながらマンガン
輸送に関わるかについては、siRNAを用いて
各輸送体を発現抑制し、Mn

2+取り込み効率の
変化を解析した。金属の蓄積、取り込みにつ
いては、アイソトープを用いてトレーサーと
して使用して測定し、各輸送体の発現量は、
定量的 RT-PCRによって測定した。輸送体の
発現抑制については siRNA をエレクトロポ
レーション法で細胞に導入した。 

 
４．研究成果 
(1) 初年度はマンガン毒性とマンガン感受性
の関係を明らかにするために、入手できた
様々な神経系細胞におけるマンガン感受性
とマンガン輸送能、輸送機構を比較検討した。
MnCl2 に曝露して 24 時間後の細胞生存率を
比較した結果、マウス神経芽細胞（N18TG2）
が最も感受性が低く、ラットグリオーマ細胞
（C6 glioma）が最も高かった。一方、MnCl2

を添加後 24 時間のマンガン蓄積量を比較し
た結果、ラット褐色細胞腫（PC12）が最も高
く、C6 glioma が最も低かった。各神経細胞の
マンガン感受性とマンガンの蓄積量にはあ
まり相関が見られなかったため、神経細胞に
おけるマンガン毒性にはその他の重要な因
子が存在することが示唆された。 

これまでの研究により培地に重炭酸を添
加すると Mn

2+の取り込みが上昇することを
見出している。そこで様々な神経細胞の Mn

2+

取り込みに対する重炭酸の効果を検討した。
その結果、ヒト神経芽細胞腫（SH-SY5Y）に
重炭酸を添加した際の Mn

2+取り込み効率の
上昇率が最も高かった。亜鉛輸送体の ZIP8

および ZIP14 を介した Mn
2+の取り込み効率

を重炭酸が促進させることが報告されてい

るため、本細胞においても ZIP8 および ZIP14

が機能している可能性が示唆された。また、
程度に違いはあるものの、全ての検討した神
経細胞において重炭酸による Mn

2+取り込み
効率の亢進が見られたことから、神経細胞に
おけるマンガン輸送に亜鉛輸送体が関与し
ている可能性が考えられた。 

(2) これまで、脳神経細胞におけるマンガン
輸送については鉄輸送体の DMT1 およびト
ランスフェリン受容体しか検討されていな
かった。本研究室では亜鉛輸送体ファミリー
（ZIP）のうち、ZIP8, ZIP14 が Mn

2+輸送に関
与していることを見出している。そこで 2年
目は、神経細胞における ZIP8 および ZIP14

の発現と Mn
2+輸送への寄与度を検討した。細

胞は、パーキンソン病のモデル細胞とされて
いるSH-SY5Y細胞およびHT22細胞を用いた。
SH-SY5Y細胞およびHT22細胞における金属
輸送体の発現を調べた結果、亜鉛輸送体の
ZIP8, ZIP14 および DMT1 が発現しているこ
とを確認した（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

これまでに、SH-SY5Y 細胞における Mn
2+取

り込みには、DMT1の関与が報告されている。
そこで SH-SY5Y 細胞において、DMT1 siRNA

を導入して DMT1 の発現を抑制すると、Mn
2+

取り込み効率はコントロールの半分以下に
まで低下した（図 2）。 

 
そこで、SH-SY5Y 細胞における ZIP8 および
ZIP14のMn

2+取り込みへの寄与について検討
を行った。ZIP8 siRNA を導入して発現を抑
制すると、Mn

2+取り込み効率はコントロール
と比べて変化しなかった。一方、ZIP14 siRNA

を導入して発現を抑制すると、Mn
2+取り込み

効率はコントロールの半分以下にまで低下

図1.神経細胞における金属輸送体の発現
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図2. SH-SY5Y細胞のMn取り込みに対するDMT1 siRNAの影響
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した（図 3）。 

 

また HT22細胞を用いた実験でも、SH-SY5Y

細胞と同様に ZIP8 を発現抑制しても Mn
2+取

り込み効率は変化せず、ZIP14 を発現抑制す
ると Mn

2+取り込み効率が低下した（図 4）。
本研究では、2 種類の神経細胞に共通して、
ZIP14 の発現を抑制すると、Mn

2+細胞内取り
込み効率は低下することを明らかにした。よ
って神経細胞では、DMT1 のみならず、ZIP14

がマンガン輸送に重要な役割を果たしてい
る可能性が示唆された。 

 
結論 
本研究において、亜鉛輸送体 ZIP8 および

ZIP14 が脳神経系においてマンガン輸送に関
与するかどうかを検討した結果、神経芽細胞
腫（SH-SY5Y）において DMT1 のみならず
ZIP14を発現抑制するとMn

2+取り込み効率が
低下することを見出した。しかし、実際の神
経細胞においても同様に亜鉛輸送体の ZIP14

がマンガン輸送に関与しているのかは不明
である。また、ZIP14 は IL-6 に応答して発現
上昇することが知られているが、様々な脳神
経系疾患の進展に伴って、ZIP14 の発現が変
化するのかどうかも不明であるため、今後神
経細胞における ZIP14の発現制御についても
検討が必要である。 

近年、原発性パーキンソン病患者および
複数の脳神経疾患において鉄やマンガンの
脳内への蓄積が見られ、鉄やマンガンの代
謝異常がこれらの脳疾患の増悪因子になっ
ている可能性が考えられる。脳疾患におい
て鉄やマンガンの代謝異常を引き起こす因

子が何であるか、現在のところよくわかっ
てないが、鉄、亜鉛のみならず、マンガン
動態とその制御機構を解析することは極め
て重要である。マンガン毒性の標的組織で
ある脳におけるマンガン輸送について解析
し、亜鉛および鉄の代謝との関係を明らか
にする上で、ZIP14 のマンガン輸送への関
与は重要な知見であると考えられた。 
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