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要旨	 

	 

	 亜鉛は生命活動に欠かせない微量元素であり、特に乳児は健全な成長のため

に体重あたりで成人の 2〜3倍量の亜鉛を必要とする。この乳児の要求する亜鉛

量を満たすため、母乳中には血清の倍以上の濃度の亜鉛が含まれている。母乳

中の亜鉛量が顕著に減少すると、乳児は一過性乳児亜鉛欠乏症（TNZD, Transient 

Neonatal Zinc Deficiency）に陥り、皮膚炎や成長遅延といった症状を呈する。こ

れまでに、亜鉛トランスポーターZnT2が、母乳中への亜鉛輸送を担っているこ

とが明らかになっており、母親の ZnT2（SLC30A2）遺伝子の機能欠失変異が、

TNZD の原因となる低亜鉛母乳を引き起こすことが報告されていた。しかしな

がら、TNZD の症例報告数自体が少ないこともあって、これまで同定されてい

た ZnT2遺伝子変異はわずか 2種類であり、低亜鉛母乳が分泌される分子機構に

ついても、解析は進んでいなかった。 

	 本研究では、低亜鉛母乳により TNZD を発症した症例児の母親から提供を受

けた血液から、ゲノム DNAを調製し遺伝子解析を行った。その結果、4人の母

親全員から ZnT2遺伝子に新規ミスセンス変異を見出した。母乳中亜鉛量が 90%

程度減少していた母親（症例 I）からは、2つのミスセンス変異（W152R・S296L）

を複合へテロ接合体で見出した。また、母乳中亜鉛量が 70%程度減少していた 3

人の母親（症例 II, III, IV）からは、それぞれ異なるミスセンス変異（G280R, T312M, 

E355Q）をヘテロ接合体で見出した。 

	 変異と低亜鉛母乳との関係を明らかにするため、はじめに ZnT2の亜鉛輸送活

性を評価する実験系を構築した。まず、相同組換え効率の高いニワトリ B リン

パ球系細胞株 DT40を用いて、細胞の亜鉛耐性発揮に機能する遺伝子をすべて欠

損させた ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株を樹立した。本欠損株は、過剰亜鉛に対する耐性が

著しく低下したが、野生型 ZnT2を発現させると、低下した耐性は完全に回復し

た。さらに、亜鉛蛍光試薬を用いたフローサイトメトリー解析により、細胞質

から細胞小胞内への ZnT2による亜鉛輸送も確認した。以上から、この実験系に

よって ZnT2の亜鉛輸送活性を評価できると判断した。 

	 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株を用いて、症例 Iから見出されたW152Rと S296Lの ZnT2

タンパク質への影響を解析した。その結果、ZnT2 W152Rは亜鉛輸送活性を示さ

ず、ZnT2の亜鉛輸送活性に必要な二量体形成能が消失することを示し、ドミナ
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ントネガティブ作用を有さないことを明らかにした。一方、ZnT2 S296Lは野生

型 ZnT2 と同等の亜鉛輸送活性を示すが、その細胞内でのタンパク質安定性が、

野生型に比べ著しく低下することを明らかにした。以上から、症例 Iの母乳中亜

鉛量の顕著な減少の原因は、母親の ZnT2遺伝子のW152Rと S296Lの複合へテ

ロ接合体変異にあると結論づけた。 

	 続いて、ZnT2 G280R, T312M, E355Qの解析を行ったところ、これらの変異体

はいずれも亜鉛輸送活性を失うが、二量体形成能を維持していた。そこで、既

知の変異体でドミナントネガティブ作用をもつことが示されていた ZnT2 G87R

との比較解析を行った。その結果、ZnT2 G87Rとは異なり、ZnT2 G280R, T312M, 

E355Q はいずれもドミナントネガティブ作用をもたないことが明らかになった。

従って症例 II, III, IVでは、母親の ZnT2遺伝子のヘテロ接合体変異により、乳腺

上皮細胞において正常な ZnT2 タンパク質が不足し（ハプロ不全）、母乳中亜鉛

量が低下したと考えられた。 

	 最後に、データベースに登録されていた、SNPによって生じる 35種類の ZnT2

ミスセンス変異を、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株を用いて解析し、それぞれの亜鉛輸送活

性に及ぼす影響を評価した。その結果、低亜鉛母乳を引き起こすと予想される

機能欠失変異を 4種類（T181M, N189K, G233D, E355K）見出した。 

	 本研究で、4症例の母親から見出した5種類のZnT2遺伝子変異が、低亜鉛母乳

を引き起こしたことがわかり、また低亜鉛母乳は、母親ZnT2遺伝子のハプロ不

全によって生じることを示唆する結果を得た。さらに、低亜鉛母乳をまねく可

能性のあるSNPミスセンス変異を4種類見出した。これにより、低亜鉛母乳を引

き起こすZnT2遺伝子変異は多数存在し、これまでの予想よりも、乳児がTNZD

に陥る可能性は大きいことが示唆された。 

	 	 



 4 

序論	 

	 	 亜鉛の生理的役割  

	 必須微量金属元素である亜鉛は、生体内でタンパク質の構造因子、酵素の活

性補因子、シグナル因子など、非常に幅広い役割を担う。亜鉛とタンパク質と

の関係としては、ヒトゲノムにコードされている全タンパク質の10%程度が、亜

鉛結合モチーフをもつことが、バイオインフォマティクス解析により明らかに

されている[1]。また、300種類以上の酵素において、その活性中心に亜鉛が必要

である[2,3]。さらに、細胞内外の亜鉛イオン濃度が瞬間的に増減することで、

各種のシグナル経路に影響し、亜鉛イオンが細胞のシグナル因子として機能す

ることも報告されている[4]。 

 

	 	 亜鉛トランスポーター  

	 2価陽イオンである亜鉛イオンは、脂質二重膜を自由に透過できない。従って、

細胞内外や細胞小器官内外の移動には、亜鉛トランスポーターと呼称される輸

送タンパク質が必要になる。亜鉛トランスポーターは、その輸送の方向性から、

ZIP（Zrt, Irt-related Protein; SLC39A）ファミリーとZnT（Zn Transporter; SLC30A）

ファミリーの2つに大きく分けられる。ZIPファミリーは、亜鉛イオンを細胞外

または細胞内小器官内から細胞質へと運び、ZnTファミリーはその逆に、細胞質

から細胞外または細胞小器官内へと亜鉛イオンを運ぶ。ZIPファミリーはZIP1

（SLC39A1）からZIP14（SLC39A14）までの14種類、ZnTファミリーはZnT9

（SLC30A9）を除く、ZnT1（SLC30A1）からZnT10（SLC30A10）までの9種類

が存在する。 

 

	 	 乳児亜鉛欠乏  

	 生体内の亜鉛は、成人で2〜3 g存在し、食物からの亜鉛の吸収は小腸、特に十

二指腸や空腸において行われる。厚生労働省の「日本人の食事摂取基準（2015

年版）」によれば、亜鉛の推奨摂取量は一日あたり成人男性で10 mg、成人女性

で8 mgとなっている[5]。さらに、胎児や乳児の成育のために、妊娠期の母親で

は1日あたり2 mg、授乳期の母親では1日あたり3 mgの付加量が定められている

[5]。亜鉛の吸収効率は、年齢や摂取量により変動するものの、約30%とされて
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おり[6,7]、摂取する亜鉛量の不足は容易に亜鉛欠乏を引き起こす。重篤な亜鉛

欠乏に陥ると、皮膚炎、脱毛、下痢、免疫機能の低下といった症状を呈する[8]。 

	 「日本人の食事摂取基準（2015年版）」では、乳児の亜鉛摂取の目安量を定

めており、一日あたり男女ともに0〜5ヶ月児で2 mg、6〜11ヶ月児で3 mgとなっ

ている[5]。体重あたりに換算すると、この値は成人の2〜3倍になる。亜鉛の摂

取不足により、亜鉛欠乏となった乳児は、皮膚炎、脱毛、下痢、成長遅延とい

った症状を呈する[9]。乳児亜鉛欠乏症は、母乳栄養の早期産児（在胎37週未満）

で多くみられる[10-14]。早期産児は、亜鉛貯蔵に重要な妊娠後期の在胎期間が

短いため、亜鉛を十分に貯蔵できず、出生後に急速に成長する時期に、体内の

亜鉛と母乳から得られる亜鉛のみでは必要量をまかないきれず、亜鉛欠乏に陥

る危険性が大きい[14]。 

	 母乳栄養の正常出生児においても、亜鉛欠乏は起こる[15,16]。症状として、

脱毛や激しい下痢に加えて、肢端や口、鼻孔、外陰部など開口部の周辺に重篤

な皮膚炎がみられ、先天性腸性肢端皮膚炎｛AE, Acrodermatitis Enteropathica; 

OMIM（Online Mendelian Inheritance in Man）201100｝と呼称される。この疾患

は、亜鉛トランスポーターZIP4（SLC39A4）遺伝子が変異し、乳児の腸管におけ

る亜鉛吸収が減少することで起こる[17-19]。亜鉛の経口投与によって欠乏症状

は改善されるが、成長後も生涯にわたり、亜鉛栄養の不足を補い続ける必要が

ある。AEの患者からは、現在までに30種類以上のZIP4遺伝子変異が同定されて

いる[20,21]。 

	 先天性腸性肢端皮膚炎とは別に、母乳中の亜鉛量の減少によっても、乳児亜

鉛欠乏症は引き起こされる[22-27]。授乳開始直後の母乳中亜鉛濃度は、約500 

µg/dLに達し、血清中亜鉛濃度（70-120 µg/dL）をはるかに上回る。この濃度は、

その後低下していき、生後1〜3ヶ月時点で約200 µg/dL、生後3〜6ヶ月の時点で

血清中亜鉛濃度と同程度となる（Fig. 0-1）[28-30]。母乳栄養により、乳児は1

日あたり1〜2 mgの亜鉛を得る[31-33]。母乳中亜鉛量が顕著に低下すると、乳児

は亜鉛欠乏に陥るが、並行して亜鉛の経口投与を行うことで、欠乏症状は回復

する。母乳亜鉛の減少による亜鉛欠乏の場合、離乳後に乳児の症状が再発する

ことはなく、この疾患は一過性乳児亜鉛欠乏症（TNZD, Transient Naonatal Zinc 

Deficiency; OMIM 608118）として知られる。 
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Figure 0-1.	 母乳は血清を上回る濃度の亜鉛を含有している  

日本人の母乳中亜鉛濃度の推移を示す。[30]を改変引用。 

 

	 低亜鉛母乳を原因とするTNZDは、稀な疾患と考えられているが、報告数が少

ないために、発生率の算出は困難である。しかしながら、日本国内では1981年

から2006年の間に17例が報告されており[34]、さらに、日本国内の症例報告を調

査したところ、2007年から2015年の間に、低亜鉛母乳を原因とする乳児亜鉛欠

乏症は、少なくとも23例が報告されていることが判明した。いずれも満期産（在

胎37〜40週）・正常体重（出生体重2,500 g以上）の乳児が亜鉛欠乏に陥ってお

り、母親の血清亜鉛値は正常であった一方、母乳亜鉛値は低値（低亜鉛母乳）

であった。すべての症例において、乳児への亜鉛の経口投与により亜鉛欠乏症

状は回復し、離乳後には再発しない、TNZDの症状を示していた（Table 0-1）。 
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Table 0-1.	 日本国内の低亜鉛母乳によるTNZDの症例報告（2007〜2015年） 

症例（報告年）  母乳亜鉛値 a 乳児発症時期  乳児血清亜鉛値b 

 1.（2007） 不明 6ヶ月 不明 

 2.（2007） 23 µg/dL（4ヶ月） 2ヶ月 29 µg/dL（4ヶ月） 

 3.（2008） 17 µg/dL（5ヶ月） 2ヶ月 不明 

 4.（2008） 20 µg/dL（4週） 13日 11 µg/dL（4週） 

 5.（2008） 16 µg/dL（2ヶ月） 30日 20 µg/dL（2ヶ月） 

 6.（2008） 12 µg/dL（7ヶ月） 4ヶ月 22 µg/dL（7ヶ月） 

 7.（2009） 15 µg/dL（8ヶ月） 3ヶ月 15 µg/dL（8ヶ月） 

 8.（2009） 16 µg/dL（8ヶ月） 2ヶ月 9 µg/dL（8ヶ月） 

 9.（2009） <10 µg/dL（6ヶ月） 5ヶ月 25 µg/dL（6ヶ月） 

10.（2009） 不明 3ヶ月 不明 

11.（2010） 不明 2ヶ月 不明 

12.（2011） 25 µg/dL（3ヶ月） 1ヶ月 12 µg/dL（2ヶ月） 

13.（2011） 31 µg/dL（3ヶ月） 1ヶ月 14 µg/dL（3ヶ月） 

14.（2012） 不明 4ヶ月 不明 

15.（2012） 不明 不明 不明 

16.（2012） 15 µg/dL（10ヶ月） 10ヶ月 16 µg/dL（10ヶ月） 

17.（2012） 不明 6ヶ月 18 µg/dL（7ヶ月） 

18.（2013） 21 µg/dL（4ヶ月） 1.5ヶ月 22 µg/dL（4ヶ月） 

19.（2014） 17 µg/dL（4ヶ月） 2ヶ月 19 µg/dL（4ヶ月） 

20.（2014） 32 µg/dL（5ヶ月） 4ヶ月 19 µg/dL（5ヶ月） 

21.（2014） 10 µg/dL（4ヶ月） 3ヶ月 13 µg/dL（4ヶ月） 

22.（2015） 不明 5ヶ月 22 µg/dL（6ヶ月） 

23.（2015） 不明 4ヶ月 不明 

 a 母乳亜鉛値：通常 200 µg/dL（4週）、80±30 µg/dL（4〜6ヶ月） 

 b 血清亜鉛値：通常 70〜120 µg/dL 

	 不明：記載なし 

	 医中誌 web（http://search.jamas.or.jp/index.php）により日本国内の医学論文や学会要旨を検索し、

TNZDの症例報告を収集した。 
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	 	 低亜鉛母乳の原因遺伝子   

	 ヒトにおいて、母親の低亜鉛母乳の症状が遺伝性を示すことは以前から報告

されていたが[35]、2006年になって、亜鉛トランスポーターであるZnT2（SLC30A2）

が、原因遺伝子として同定された[23]。ZnT2タンパク質は、乳腺上皮細胞におい

て分泌小胞に局在し、細胞質から分泌小胞内に亜鉛を輸送することで、母乳中

への多量の亜鉛分泌を担っていると考えられた[32,36]。 

	 マウスにおいては、Znt4（Slc30a4）遺伝子の機能欠失変異が、母乳中亜鉛量

を減少させることが報告されていた[37]。これはlethal milk（lm; OMIM 602095）

と呼ばれ、430アミノ酸残基からなるマウスZnt4タンパク質の、297番目のアルギ

ニンが終止コドンに変わるナンセンス変異であった。この変異をホモ接合体で

もつ母親マウス（lm/lm）から授乳された仔マウスは、母乳中亜鉛の不足によっ

て重篤な亜鉛欠乏に陥り、離乳前に死亡する。この仔マウスは、亜鉛の腹腔内

投与を受けるか、lmマウスでない他の母親マウスから母乳を与えられると、亜

鉛欠乏に陥ることなく正常に生育できる。 

	 ヒトの乳腺上皮細胞にも、ZnT4の発現は確認されているが[38]、これまでのと

ころ、ヒトのZnT4遺伝子の変異を原因とする低亜鉛母乳の報告は存在しない[39]。 

 

	 	 低亜鉛母乳の母親から見出されたZnT2変異  

	 ZnT2は当初、エンドソーム膜に存在し、エンドソーム・リソソーム内に亜鉛

を封入する亜鉛トランスポーターとして同定された[40]。ZnT1やメタロチオネイ

ン（MT）を欠損したBHK細胞（ベビーハムスター腎臓細胞）を用いた実験によ

って、ZnT2は亜鉛が高濃度に存在する条件下で細胞質の亜鉛をエンドソーム内

に封入し、ZnT1やメタロチオネインと同様に、高濃度亜鉛によって生じる細胞

毒性を緩和することが示された[40]。 

	 次いで、ZnT2がヒトにおいて母乳中への亜鉛輸送を担っていることが報告さ

れた[23]。母乳中の亜鉛量が大幅に低下するため、乳児が亜鉛欠乏となる家系が

見出され、ZnT2遺伝子の解析の結果、372アミノ酸残基からなるヒトZnT2タンパ

ク質の、54番目のヒスチジンがアルギニンに変わるミスセンス変異（H54R）が

ヘテロ接合体で発見された[23]。さらに別の家系から、ZnT2タンパク質の87番目

のグリシンがアルギニンに変わるミスセンス変異（G87R）が、ヘテロ接合体で

見出された[25]。培養細胞を用いた解析により、ZnT2 H54R変異体は、亜鉛輸送

活性が低下し、タンパク質がアグリソームに凝集することが示され[23]、ZnT2 
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G87R変異体は、亜鉛輸送活性をもたず、野生型（WT）に対してドミナントネ

ガティブ作用をもつことが示された[25]。 

	 本研究の開始時点で、TNZD症例児の母親のZnT2遺伝子から同定された、低亜

鉛母乳を引き起こす変異は、これら2種類のミスセンス変異のみであった。 

 

	 	 ZnT2の発現制御  

	 乳腺上皮細胞における細胞外への亜鉛の分泌は、母乳分泌を促すホルモンで

あるプロラクチンによって促進される[41,42]。細胞外からのプロラクチン刺激

は、JAK2/STAT5経路を活性化し、JAK2によってリン酸化された転写因子STAT5

が核内に移行し、STAT5結合配列（5’-TTCNNNGAA-3’）に結合することで、下

流遺伝子の翻訳が起こる。マウスのZnt2遺伝子のプロモーター領域には、STAT5

結合配列があり、マウスZnt2の転写調節は、JAK2/STAT5経路を介して制御され

る[41]。また同じくマウスZnt2のプロモーター領域には、細胞質の亜鉛イオンに

応答する転写因子MTF-1（Metal response element-binding Transcription Factor-1）

が結合するMRE（Metal Response Element）が存在し、亜鉛イオンの刺激により、

転写調節が行われる[43,44]。 

 

	 	 ZnTファミリーのタンパク質構造と亜鉛輸送機能  

	 ZnT2が属する亜鉛トランスポーターZnTファミリーは、6回膜貫通領域（TMD 

I〜VI, Transmembrane Domain 1〜6）を有し、C末端とN末端を細胞質側に向けた

構造をとる。また現在までの解析から、ZnTは、ヘテロ二量体を形成するZnT5

とZnT6を除いて、ホモ二量体を形成して亜鉛を輸送することが示されている

[25,45-49]。 

	 ZnTタンパク質の結晶構造解析の報告はないが、ZnTの大腸菌オーソログの

YiiPでは、全長のタンパク質結晶構造が解析されている[50-52]。これにより、

YiiPはホモ2量体を形成すること、また単量体のTMD IIとTMD Vにそれぞれ2つ

ずつ位置する、計4つの親水性アミノ酸が、1個の亜鉛と四面体型の結合部位を

形成していることが示された（Fig. 0-2A）[50,51]。このTMD IIとTMD Vの亜鉛

結合部位は、ZnTにおいて、亜鉛輸送活性をもたないZnT6と[48]、マンガンのト

ランスポーターであることが明らかになったZnT10を除き[53-55]、2つのヒスチ

ジンと2つのアスパラギン酸からなる形で保存されている（Fig. 0-2B）。この部
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位をアラニンに置換すると、ZnTの亜鉛輸送活性が失われることから[56,57]、

TMD IIとTMD Vの亜鉛結合部位は、ZnTの亜鉛輸送に必須と考えられる。 

	 YiiPの結晶構造解析から、ホモ二量体のC末端領域にも、単量体あたり2個の

亜鉛結合が確認された[50,51]。この亜鉛結合部位は、ZnTの細胞質C末端領域に

も保存されており、ZnTの亜鉛輸送活性の発揮に必要と考えられている。ZnTの

細胞質N末端領域、およびTMD IVとTMD Vの間にあるヒスチジンに富んだ細胞

質領域（ヒスチジンリッチループ、His-rich loop）は、YiiPでは保存されておら

ず、その立体構造は明らかになっていないが、このうちヒスチジンリッチルー

プはZnTの亜鉛輸送機能に不可欠なことが示されている（Fig. 0-2C）[45,58-60]。 

	 ZnT5とZnT6のヘテロ二量体、ZnT1、各種のZnTオーソログを用いた解析によ

り、ZnTはプロトンと亜鉛イオンを1:1で対向輸送することが示されている

[56-58,61]。さらにYiiPの解析から、亜鉛イオンの結合と解離を引き金として、

YiiPに構造変化が起こり、二種類のタンパク質構造を往復することで、交換輸送

体として機能することが示唆された[52,62]。 

 
（次頁） 

Figure 0-2.	 ZnTファミリーのタンパク質構造  
A.	 YiiPホモ二量体のタンパク質立体構造のリボンモデル（PDB 3H90）。左は横から、右は上

から見た図である。TMD IIを青色、TMD Vを紫色、亜鉛を黄色で示す。 

B.	 ヒトのZnTファミリーのアミノ酸配列を、ZnT2と相同性の高い順にアラインメントした。

TMD IIとTMD Vに保存されている亜鉛結合部位のヒスチジンを橙色で、アスパラギン酸を水色

で表す。 

C.	 ZnTは6回膜貫通構造をとり、ホモ二量体を形成して亜鉛とプロトンを対向輸送する。亜鉛

はZnT各単量体のTMD IIとTMD Vのヒスチジンとアスパラギン酸からなる部位と、ZnTの二量体

間のC末端領域に位置する部位に結合する。また、TMD IVとTMD Vの間には、亜鉛が結合する

と考えられるヒスチジンに富んだ領域（His-rich loop）が存在する。 
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	 	 本研究の解析内容  

	 本研究では、TNZD の症例児の母親 4 人の協力を得て、血液から回収したゲ

ノム DNAを解析した。その結果、1人の母親からは、ZnT2遺伝子上に 2つのミ

スセンス変異（W152R, S296L）を別々のアリルに見出し、さらに 3人の母親か

ら、それぞれ異なる 3つのミスセンス変異（G280R, T312M, E355Q）をヘテロ接

合体で見出した（結果第 1 節）。続いて、変異と低亜鉛母乳との関係について

調べるため、遺伝子組換え効率の高いニワトリ DT40細胞の遺伝子欠損株を用い

た実験系を構築した（第 2 節）。生化学的解析の結果、見出されたミスセンス
変異は、いずれも ZnT2 タンパク質の亜鉛輸送能やタンパク質安定性に影響し、

低亜鉛母乳を引き起こすことが示された。加えて TNZD の原因となる低亜鉛母

乳は、母親の ZnT2遺伝子のハプロ不全によって起こることが示唆された（第 3
節、第 4節）。最後に、データベースに登録されていた ZnT2にミスセンス変異

をまねく 35種類の SNPについても同様に解析を行い、低亜鉛母乳を引き起こす

可能性を評価した（第 5節）。 
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結果	 

第 1節	 4人の母親の ZnT2遺伝子に 5種類のミスセンス変異を見出す 
	 

1-1.	 症例の臨床データ  

	 亜鉛欠乏を呈した乳児は、4症例いずれも満期産（在胎 37〜40週）、正常体重

（2,500 g以上）で出生し、母親から完全母乳栄養哺育を受けた。乳児は生後 13

日から 5 ヶ月の間に皮膚炎を生じた。生後 4 週から 6 ヶ月の時点で乳児の血清

中の亜鉛量を測定したところ、いずれも非常に低い値を示し、乳児の亜鉛欠乏

が確認された。乳児の母親の母乳亜鉛値を測定したところ、いずれの症例にお

いても母乳中の亜鉛量は通常よりもはるかに低い値を示した（Table 1-1）。一方、

同時に測定した母親の血清亜鉛値は通常であり、亜鉛欠乏は認められなかった。

すべての症例で、母乳栄養に加えて、乳児に亜鉛の経口投与を離乳期まで行っ

たところ、皮膚炎は治まって再発することなく、血清亜鉛値も通常となった。 

 

Table 1-1. 母親の ZnT2遺伝子変異および乳児が示した亜鉛欠乏症状  
症例 a 

（遺伝子変異）	 

母乳  

亜鉛値b 

発症  

時期  

乳児  

血清亜鉛値 c 
症状  

I 

(c.454G>A, c.887C>T) 
20 µg/dL 

(4週) 
13日 

11 µg/dL 

(4週) 

口の周辺や指に重篤な

皮膚炎、さらに脱毛、下

痢、成長遅延 

II	 (c.838G>A) 
10 µg/dL 

(4ヶ月) 
3ヶ月 

13 µg/dL 

(4ヶ月) 

口周囲や後頭部、四肢の

間擦部に皮膚炎 

 

III	 (c.935C>T) 

 

<10 µg/dL 

(6ヶ月) 

 

5ヶ月 

 

25 µg/dL 

(6ヶ月) 

口周囲・口腔内・後頭

部・手足・陰部・肛門周

囲に痂皮の付着するび

らん 

IV	 (c.1063G>C) 
21 µg/dL 

(4ヶ月) 
1.5ヶ月 

22 µg/dL 

(4ヶ月) 

首に紅斑、のち口囲や四

肢の間擦部、肛囲、陰部

にも紅斑、びらん 
a 症例 I, II, III, IVは、それぞれ Table 0-1の症例 4, 21, 9[63], 18[64]と同一である。b 母乳亜鉛値：

通常 200 µg/dL（4週）、80±30 µg/dL（4〜6ヶ月）、c 血清亜鉛値：通常 70〜120 µg/dL  
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1-2.	 母親 ZnT2遺伝子に見出されたミスセンス変異  

	 京都大学医学部医の倫理委員会の承認（承認番号 G352号および G573号）を

得て、各症例の母親の遺伝子解析を行った。はじめに、症例 Iの母親の血液から

得たゲノム DNAより、ZnT2遺伝子と ZnT4遺伝子のすべてのエキソンおよびス

プライシングサイトを PCR で増幅し解析した。その結果 ZnT4 遺伝子のコーデ

ィング領域に、変異は発見されなかった。一方、ZnT2 遺伝子には、2 つのミス

センス変異を見出した。ヒトの ZnT2 遺伝子には 8 つのエキソンが存在するが、

第 4エキソンに位置する、454番目のチミンがシトシンとなった変異（c.454T>C）

と、第 7 エキソンに位置する、887 番目のシトシンがチミンとなった変異

（c.887C>T）であった（Fig. 1-1A）。ZnT2タンパク質のアミノ酸配列では、それ

ぞれ 152 番目のトリプトファンがアルギニンに（p.W152R）、296 番目のセリン

がロイシン（p.S296L）に変わるミスセンス変異であった。またシーケンス波形

から、いずれも一方のアリルのみが変異したヘテロ接合体であると考えられた

（Fig. 1-1B）。さらに、第 4エキソンから第 7エキソンまでのゲノム DNA配列

を PCR で増幅しサブクローニングした結果、2 つの変異は別々にサブクローニ

ングされたため、W152Rと S296Lの変異は別々のアリルに存在することが判明

した。 

 

	 続いて、症例 II, III, IVの母親の遺伝子解析を行った。母親の血液から得たゲ

ノム DNAより、ZnT2遺伝子の全エキソンとスプライシングサイトを PCRで増

幅し解析した。その結果、ZnT2遺伝子にそれぞれ異なるミスセンス変異を見出

した。症例 II の第 6 エキソンに位置する、838 番目のグアニンがアデニンとな

った変異（c.838G>A）、症例 III の第 7 エキソンに位置する、935 番目のシトシ

ンがチミンとなった変異（c.935C>T）、第 8エキソンに位置する、症例 IVの 1063

番目のグアニンがシトシンとなった変異（c.1063G>C）であった（Fig.1-2A）。そ

れぞれ、ZnT2タンパク質の 280番目のグリシンがアルギニンに（p.G280R）、312

番目のトレオニンがメチオニンに（p.T312M）、355 番目のグルタミン酸がグル

タミン（p.E355Q）に変わるミスセンス変異で、シーケンス波形から、いずれの

変異も一方のアリルのみが変異したヘテロ接合体であると考えられた

（Fig.1-2B）。ZnT4遺伝子についても同様に解析を行ったが、コーディング領域

に変異は発見されなかった。 
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Figure 1-1.	 症例 Iの母親から見出した ZnT2遺伝子の複合ヘテロ変異  
A.	 ■はエキソンを表す。低亜鉛母乳を分泌した母親の ZnT2遺伝子の第 4エキソンと第 7エキ

ソンに変異を見出した。両変異はそれぞれ異なるアリルに位置した。 

B.	 ZnT2遺伝子をシーケンスした電気泳動図。 

C.	 SOSUIおよび HMMTOPによる ZnT2のタンパク質立体構造予想から、W152Rと S296Lの

変異位置をそれぞれ示す。 
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Figure 1-2.	 症例 II, III, IVの母親から見出した ZnT2遺伝子のヘテロ変異  
A.	 ■はエキソンを表す。低亜鉛母乳を分泌した 3人の母親それぞれから、ZnT2遺伝子の第 6、

第 7、第 8 エキソンに変異を見出した。c.838G>A はエキソン 6 の 3’末端に位置し、エキソン 7

の 5’末端に位置する GGとコドンを形成すると考えられた。 

B.	 ZnT2遺伝子をシーケンスした電気泳動図。 

C.	 SOSUIおよびHMMTOPによるZnT2のタンパク質立体構造予想から、G280R, T312M, E355Q

の変異位置を示す。 
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	 SOSUI（http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/）および HMMTOP 

（http://www.enzim.hu/hmmtop/）を用いた ZnT2 のタンパク質立体構造の予想か

ら、Trp-152は 3番目の膜貫通領域（TMD III）に、Ser-296は細胞質側の C末端

領域に位置すると考えられた（Fig. 1-1C, Fig. 1-3）。また、Gly-280, Thr-312, 

Glu-355は、細胞質側のC末端領域に位置すると考えられた（Fig. 1-2C, Fig. 1-3）。 

 

	 見出した 5種類の変異は、NCBIの SNP（Single Nucleotide Polymorphism）デ

ータベース（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/）に登録されておらず、これまでに

報告のないミスセンス変異であった。 

 

	 続いて、各母親の ZnT2遺伝子の翻訳開始位置から-1.0 kb付近のMRE（Metal 

Response Element）を含むプロモーター領域、および、ZnT2遺伝子の上流領域の

うち、-3.3 kb〜-1.9 kb付近の、STAT5結合配列（STAT5-RE）の可能性のある 4

つの領域周辺を PCRで増幅し、遺伝子解析を行った。MREには、亜鉛に応答し

て細胞の亜鉛恒常性の制御を担う MTF-1 が結合し、STAT5-RE には乳腺刺激ホ

ルモンであるプロラクチンに応答して活性化した STAT5が結合する。いずれも

ZnT2の転写調節を行い、母乳中への亜鉛輸送の制御に関係すると考えられる。

解析の結果、すべての母親においてMRE周辺にも STAT5-REにも、変異は見出

されなかった（Fig. 1-4A, B）。 

 

	 以上から、各母親の ZnT2遺伝子から見出されたミスセンス変異が、母乳中へ

分泌される亜鉛量を減少させ、乳児の亜鉛欠乏を引き起こしたと考えられた。 
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Figure 1-3.	 見出された ZnT2ミスセンス変異の位置  

	 Genbank（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/）から入手したヒト、マウス、ラットの ZnT2

タンパク質のアミノ酸配列を比較し、完全一致のアミノ酸を★で示した。大腸菌 YiiP のタンパ

ク質結晶構造解析を元に、ヒト ZnT2 の膜貫通領域（TMD）と C 末端領域の構造を予想し、灰

色で示した。症例 Iにおいて、複合ヘテロ接合体変異で同定されたW152Rと S296Lの位置を▼

で、症例 II, III, IVにおいてヘテロ接合体変異で同定された、G280R, T312M, E355Qの位置を、

▼で示した。また、既報で低亜鉛母乳を引き起こすミスセンス変異として同定されていた、H54R

と G87Rの変異の位置を▼で示した。 
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Figure 1-4.	 母親 ZnT2遺伝子のプロモーター領域に変異は見られなかった  
A.	 ZnT2遺伝子の上流に位置する、ZnT2の発現制御に関わる可能性のある配列とその位置を示

す。ゲノムの配列情報は GenBankから入手した。ヒトの ZnT2遺伝子の正確な転写開始点は不明

なため、開始コドン（ATG）のアデニンを+1、その直前の塩基を-1とし表記の付番をした。MRE 

(5’- TGCACAC -3’) はプロモーター領域に 1カ所、STAT5-RE（5’- TTCNNNGAA -3’）の可能性

のある配列が、上流領域に 4カ所確認できた。各母親のゲノム DNAから、該当する領域周辺の

配列を増幅し解析したが、いずれも変異は見出されなかった。 

B.	 GenBank から入手したヒト、ラット、マウスの MRE 周辺の塩基配列の比較を示す。MRE

の配列は完全に保存されており、その周囲の配列もでよく保存されている。マウスの Znt2 遺伝

子において予想される転写開始点を■で、MRE を太字で、配列が完全に一致する塩基を★で示

した。 
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第 2節	 ZnT2の亜鉛輸送活性評価に用いる実験系の確立 
 

2-1.	 ZnT2亜鉛輸送活性の評価のための、DT40細胞遺伝子欠損株の樹立  

	 見出したミスセンス変異が ZnT2の機能に影響するかどうかを調べるため、は

じめに ZnT2の亜鉛輸送活性を評価する実験系を構築した。遺伝子組換え効率の

高いニワトリ Bリンパ球系細胞株 DT40を用いて[65]、亜鉛耐性が大幅に低下す

る欠損株を樹立し、その細胞株の亜鉛耐性の変化を指標として、ZnT2の亜鉛輸

送活性を評価する系を確立した[66]。 

	 ZnT2の亜鉛輸送活性に関しては、BHK細胞変異株を用いた先行研究を参考と

した。この先行研究では、細胞質の過剰亜鉛を細胞外に排出する ZnT1と、細胞

質の過剰亜鉛を除去するメタロチオネイン（MT）を欠いた BHK 細胞が、亜鉛

耐性を大きく低下させたこと[67]、またこの二重欠損 BHK細胞に N末端を欠い

たラットZnt2を発現させると、亜鉛耐性が大きく回復することを示していた[40]。  

	 ニワトリゲノム上には、9種類の ZnTがすべて存在し、DT40細胞には ZnT1, 

ZnT4, ZnT5, ZnT6, ZnT7が発現している（Table 2-1）[68,69]。このうち ZnT4は、

ZnT2 と同様に、前出の BHK 細胞変異株に発現させると、細胞の亜鉛耐性を回

復させると報告されていた[70]。従って ZnT4 は、DT40 細胞の亜鉛耐性に寄与

することが考えられた。また、早期分泌経路（ゴルジ体や小胞体）で機能する

ZnT5, ZnT6, ZnT7に関しては、当研究室のこれまでの知見から、DT40細胞の三

重欠損株（ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-）が野生株と変わらない亜鉛耐性を示すことが確認

されていた。従って、ZnT5, ZnT6, ZnT7は、DT40細胞の亜鉛耐性に寄与しない

と考えられた。 

	 また、DT40細胞に ZnT2, ZnT3, ZnT8, ZnT10は発現していない（Table 2-1）。

このうち、RT（reverse-transcription）-PCR により、DT40 細胞の野生株に ZnT2

が発現していないことを確認した結果を示す（Fig. 2-1）。 

 

	 以上から、細胞質の過剰亜鉛を除去できなくなり、過剰亜鉛の環境において

細胞の亜鉛耐性が大きく低下することを期待し、DT40 細胞のニワトリ ZnT1、

MT-1,2、ZnT4 遺伝子を欠損させた三重欠損株（ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-）を樹立した。

遺伝子欠損に用いたノックアウトベクターのうち、ZnT1 と ZnT4 のノックアウ

トベクターはすでに作成されていたため[69]、MT-1,2のノックアウトベクターを

作成して使用した（Fig. 2-2）。 
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Table 2-1.  DT40細胞に発現する ZnTの一覧  

遺伝子  DT40細胞における発現  

ZnT1 + 

ZnT2 - 

ZnT3 - 

ZnT4 + 

ZnT5 + 

ZnT6 + 

ZnT7 + 

ZnT8 - 

ZnT10 - 

「+」は発現あり、「-」は発現なしを示す。[68]を改変引用。 

 

 
Figure 2-1.	 ニワトリ DT40細胞に ZnT2は発現していない  

	 ニワトリ DT40 細胞の野生（WT）株を用いた RT（reverse-transcription）-PCR の結果を示す。

mRNAを回収し逆転写の後、Table 2-2に示すプライマーを用いて PCRを行いアガロースゲルで

泳動した。β-actinでは 713bpの PCR産物を検出したが、ZnT2では 570bpの PCR産物は検出さ

れなかった。Mは DNAサイズマーカーを示す。 

 

Table 2-2.	 ニワトリ ZnT2の発現確認に用いたプライマー配列  
プライマー  塩基配列（5’ - 3’）  

β-actin-Fw GATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAGC 

β-actin-Rv TGCTGATCCACATCTGCTGGAAGGTGGACA 

ZnT2-Fw TCTATGTGGCTGCTGGCATCTGCCTCATCT 

ZnT2-Rv AGAAGAGGAAGGTGCAGATGGGGTCCACAT 
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Figure 2-2.	 MT-1,2遺伝子欠損に用いたノックアウトベクター  
	 ニワトリ MT-1,2（メタロチオネイン）のノックアウトベクター図を示す。模式図の■はエキ

ソンを表し、左 3つが MT-1、右 3つが MT-2である。ノックアウトベクターは MT-1と MT-2の

エキソンを同時に欠損するように設計した。■は、サザンブロット（Southern blot）で組換え確

認のために用いたプローブの位置を示す。5’側の Short armの組み換えは、ゲノム DNAを EcoRI

で制限酵素処理し、5’ プローブを当てた際に、バンドが 16.0 kbから 7.5 kbと 6.9 kbに変化する

ことで確認した。3’側の Long armの組み換えは、ゲノム DNAを BamHIで制限酵素処理し、3’ プ

ローブを当てた際に、バンドが 6.5 kbから 4.3 kbに変化することで確認した。ノザンブロット

（Northern blot）は各細胞株を 100 µM ZnSO4存在下で 6時間培養後に回収した全 RNAを用い、

ニワトリMT-1 cDNAの全長をプローブとして欠損株におけるMT-1のmRNAの消失を確認した。

コントロールとして β-actinを用いた。  
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	 DT40細胞の野生（WT）株と、各遺伝子を単独欠損させた ZnT1-/-株、MT-/-株、

および二重欠損の ZnT1-/-MT-/-株、三重欠損の ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の、過剰亜鉛に

対する耐性を評価した。その結果、ZnT1-/-株、MT-/-株では、過剰亜鉛に対する耐

性は WT 株に比べてやや低下した。一方、ZnT1-/-MT-/-株では、先行研究の BHK

細胞の二重欠損株と同様に、過剰亜鉛に対する耐性が大きく低下した。

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株は、特に顕著な耐性の低下を示し、WT 株が十分生育可能な

60 µM ZnSO4存在下で、生育できなくなった（Fig. 2-3A）。 

	 また、細胞質の亜鉛量の変化を評価するため、マウスの Mt-1プロモーターを

用いたルシフェラーゼレポーター実験を行った。Mt-1 のプロモーター領域には

5つのMREがあり、細胞質亜鉛濃度の上昇に応答して核内に移行する転写因子

MTF-1 が結合し、活性化される。このプロモーター領域の下流にホタルルシフ

ェラーゼを接続したプラスミドと、コントロールとして用いたウミシイタケル

シフェラーゼ発現プラスミドを、同時に細胞に一過的に発現させ（トランスフ

ェクション）、デュアルレポーターアッセイを行った。細胞質亜鉛濃度の上昇に

応じて増加するホタルルシフェラーゼの活性を細胞質亜鉛濃度の指標とし、各

細胞の細胞質亜鉛量の相対値を算出した[66,71]。 

	 WT株と ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株を用いて、ルシフェラーゼレポーター実験を行っ

たところ、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株は培地中に添加した ZnSO4濃度依存的に、WT株

よりも高いルシフェラーゼ活性の値を示した（ Fig. 2-3B）。従って、

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の細胞質内亜鉛濃度は、WT株に比べて顕著に増加しており、

さらに ZnSO4濃度依存的に、著しく上昇することが示された。この細胞質の亜

鉛濃度の上昇が、過剰亜鉛に対する ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の耐性低下の原因と考え

られた。 
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Figure 2-3.	 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の亜鉛耐性と細胞質亜鉛量の変化  
A.	 各遺伝子欠損 DT40細胞株の過剰亜鉛に対する亜鉛耐性の変化を示す。表記の濃度の ZnSO4

を添加した培地 1 mLに 1.0×104個の細胞をまき、一定時間培養後に生存細胞数をアラマーブル

ー染色により計数した。各株の 40 µM ZnSO4存在下における 72時間後の生存細胞数を基準に、

各濃度の生存細胞数の比率を算出した。●: WT株、◯: MT-/-株、□: ZnT1-/-株、△: ZnT1-/-MT-/-株、

■: ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株をそれぞれ示す。実験は 2連で行い、平均値を示した。 

B.	 レポーター実験による、WT株と ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の細胞質亜鉛量の変化を示す。各株に

トランスフェクション後、表記の濃度の ZnSO4を添加した培地で 24時間培養した。ZnSO4を添

加していない WT 株のルシフェラーゼ活性を 1 とし、それぞれの細胞と ZnSO4濃度における比

率を算出した。ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株のルシフェラーゼ活性値は、WT 株より有意に高く、ZnSO4

濃度依存的に、顕著に増加した。（n = 3, *P < 0.05） 
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	 続いて、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に、欠損させた遺伝子に相補的な、ヒト ZnT1

（FLAG-ZnT1）、マウスMt-1（Mt-1）、ヒト ZnT4（ZnT4-HA）をそれぞれ発現さ

せ、各発現株の亜鉛耐性を確認したところ、ZnT1やMt-1の発現株では、90 µM

以上の ZnSO4存在下で、ZnT4の発現株ではやや弱いものの 70 µM程度の ZnSO4

存在下まで生育可能となった（Table 2-3, Fig. 2-4A）。ZnT1, Mt-1, ZnT4は、それ

ぞれ細胞質から過剰な亜鉛を取り除き、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の過剰亜鉛に対する

耐性を回復させたと考えられた。 

	 相補遺伝子の発現による、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の細胞質亜鉛量の低下を確認す

るために、ZnT1発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株とMt-1発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株を用い

て、ルシフェラーゼレポーター実験を行った。 

 

Table 2-3.	 相補遺伝子の発現による ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の亜鉛耐性の回復  

細胞  
発現  

タンパク質  

ZnSO4 (µM) 

50 60 70 80 90 100 

WT − +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

        
 − +++ - - (> 60 µM) 

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/- 
FLAG-ZnT1 +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

Mt-1 +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

 ZnT4-HA +++ +++ ++ - - (> 80 µM) 

	 +++: コンフルエントまで増殖（100%）、++: 増殖やや低下（+++に対し 50-20%）、-：完全に

死滅、- (> 60 µM)：60 µM以上で完全に死滅、- (> 80 µM)：80 µM以上で完全に死滅を示す。表

記濃度の ZnSO4 存在下に細胞を同数ずつまき、72 時間培養後の細胞の生育状態を比較した。

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株は 60 µM ZnSO4存在下で完全に死滅したが、FLAG-ZnT1、Mt-1をそれぞれ発

現させたところ、90 µM ZnSO4存在下でも、コンフルエントまで生育可能になった。また ZnT4-HA

発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株も、70 µM ZnSO4存在下まで生育可能になった。 
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Figure 2-4. 相補遺伝子発現による ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の細胞質亜鉛量変化  
A.	 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に FLAG-ZnT1, Mt-1, ZnT4-HAをそれぞれ発現させ、FLAG抗体、メタ

ロチオネイン（Mt）抗体、HA 抗体を用いてイムノブロットで確認した。コントロールとして

Calnexin（CNX）あるいは β-Tubulinを用いた。 

B.	 レポーター実験による、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株と各発現株の細胞質亜鉛量変化を示す。トラン

スフェクション後、表記濃度の ZnSO4 添加培地で 24 時間培養した。ZnSO4 添加なしの

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株のルシフェラーゼ活性を 1とし、各細胞の ZnSO4各濃度における比率を算出

した。ZnT1、Mt-1各発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株は、50 µM ZnSO4存在下において、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-

株より有意に低いルシフェラーゼ活性値を示した。（n = 3, *P < 0.05） 

 

	 その結果、ZnT1発現株とMt-1発現株は、いずれも 50 µM ZnSO4添加培地に

おいて、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に比べて有意に低いルシフェラーゼ活性の値を示し

た（Fig. 2-4B）。従って両発現株の、高濃度亜鉛存在下における細胞質亜鉛量は、

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株より低下することが示された。このことから、ZnT1 や Mt-1

は、細胞質から過剰な亜鉛を取り除き、細胞質の亜鉛濃度を低下させ、

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の亜鉛耐性を回復させたことが示された。 

 

	 以上から、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の亜鉛耐性の変化を指標として、ZnT2 の亜鉛

輸送活性を評価できると判断し、解析を行った。  
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2-2.	 ZnT2の亜鉛輸送活性の評価  

	 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に、ヒト ZnT2の野生型（WT）を発現させ、亜鉛輸送活性

を評価した。ZnT2は細胞質から細胞小胞内へと亜鉛を輸送し、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-

株の亜鉛耐性を回復させると予想された。 

	 はじめに、エピトープタグを付加していない ZnT2、または ZnT2の C末端に

HA タグあるいは FLAG タグを付加した、ZnT2-HA、ZnT2-FLAG をそれぞれ

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に発現させた。その結果、タグを付加していない ZnT2 発現

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株と、ZnT2-HAまたは ZnT2-FLAG発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株は、

いずれも 100 µM ZnSO4存在下まで生育可能になり、予想通り、過剰亜鉛に対す

る耐性を示した（Table 2-4, Fig. 2-5A）。従って ZnT2は、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に

おいて亜鉛輸送活性を発揮し、細胞株の亜鉛耐性を回復させ、また ZnT2 の C

末端へのタグの付加は、亜鉛輸送活性を阻害しないことが示された。 

	 続いて、亜鉛結合部位として ZnTの TMD IIと TMD Vに保存されており（Fig. 

0-2B）、ZnT2 においても亜鉛輸送活性に必須と考えられる、親水性アミノ酸残

基をアラニンに置換した変異体、ZnT2 H106Aと ZnT2 D227Aを作成した。ZnT5

の同位置のアミノ酸をアラニンに置換した変異体は亜鉛輸送活性を失うことが

示されており[56]、予想通り、ZnT2-HA H106Aまたは ZnT2-HA D227Aを発現さ

せた ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株は、ZnT2-HA WTを発現させた株とは異なり、過剰亜鉛

に対する耐性を回復しなかった（Table 2-4, Fig. 2-5B）。 

 

Table 2-4.  ZnT2を発現させた ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の亜鉛耐性変化  

細胞  
発現  

タンパク質  

ZnSO4 (µM) 

50 60 70 80 90 100 

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/- 

− +++ - - (> 60 µM) 

ZnT2 +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

ZnT2-FLAG +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

ZnT2-HA +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

ZnT2-HA H106A +++ - - (> 60 µM) 

ZnT2-HA D227A +++ - - (> 60 µM) 

	 +++：コンフルエントまで増殖（100%）、++：増殖やや低下（+++に対し 50-20%）、+：増殖大

きく低下（+++に対し 20%以下）、-：完全に死滅、- (> 60 µM)：60 µM以上で完全に死滅を示す。

表記濃度の ZnSO4存在下に細胞を同数ずつまき、72時間培養後の細胞の生育状態を比較した。 
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Figure 2-5.	 ZnT2タンパク質の発現量および細胞質亜鉛量の変化   
A.	 ZnT2, ZnT2-HA, ZnT2-FLAGを ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株にそれぞれ発現させ、ZnT2抗体を用いて

イムノブロットで確認した。コントロールとして β-Tubulinを用いた。 

B.	 ZnT2-HAのWTおよび変異体を ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株にそれぞれ発現させ、HA抗体を用いて

イムノブロットで確認した。コントロールとして β-Tubulinを用いた。仕切り線は、画像が同じ

メンブレン上で同一のイムノブロットから得られたことを示す。 

C.	 レポーター実験による、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株と ZnT2-HA WT発現株の細胞質亜鉛量の変化を

示す。トランスフェクション後、表記の濃度の ZnSO4を添加した培地で 24時間培養した。ZnSO4

添加なしの ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株のルシフェラーゼ活性を 1として、比率を算出した。50 µM ZnSO4

存在下において、ZnT2-HA WT発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株は、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株より顕著に低い

ルシフェラーゼ活性の値を示した。（n = 3, *P < 0.05） 
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	 続いて、ルシフェラーゼレポーター実験により、ZnT2 WTの発現による細胞

質の亜鉛量への影響を確認した。その結果、ZnT2-HA WT 発現株では、50 µM 

ZnSO4存在下において、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株よりも低いルシフェラーゼ活性値を

示し、また ZnSO4濃度依存的な、顕著なルシフェラーゼ活性値の上昇はみられ

なかった（Fig. 2-5C）。従って ZnT2-HA WT発現株では、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に

比べ細胞質亜鉛量の増加は抑制されると考えられた。ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株におい

て、発現した ZnT2 WTは、細胞質から細胞小胞内へ亜鉛を輸送することで、細

胞質の亜鉛量を低下させ、細胞の亜鉛耐性を回復させたと考えられた。 
 

	 以上から、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株を用いた実験系により、見出した ZnT2 変異体

の亜鉛輸送活性を評価できると結論付けた。 
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第 3節	 複合へテロ接合体で見出された ZnT2ミスセンス変異の解析 
 

3-1.	 ZnT2変異体の亜鉛輸送活性の評価  

	 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株を用いて、症例 Iの母親から見出された ZnT2のW152Rと

S296L の変異体、および既に低亜鉛母乳を引き起こすと報告されていた ZnT2 

H54R と G87R の変異体の亜鉛輸送活性を評価した。既報では、H54R と G87R

はともに亜鉛を輸送しないとされていた[23,25]。 

	 各変異体を ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に発現させたところ、ZnT2-HA W152R発現株

は亜鉛耐性を回復せず、ZnT2-HA S296L発現株は亜鉛耐性を回復したものの、

ZnT2-HA WT発現株よりやや弱い結果となった。また、ZnT2-HA H54R発現株

の亜鉛耐性の回復は非常に弱く、ZnT2-HA G87R発現株では耐性の回復はみられ

なかった（Fig. 3-1, Table 3-1）。 

 

 
Figure 3-1.	 ZnT2-HA変異体タンパク質の発現量   
	 ZnT2-HAの各変異体を ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株にそれぞれ発現させ、HA抗体を用いてイムノブロ

ットで確認した。コントロールとして β-Tubulinを用いた。 

 

Table 3-1.	 ZnT2変異体を発現させた ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の亜鉛耐性変化  

細胞  
発現  

ZnT2-HA 

ZnSO4 (µM) 

50 60 70 80 90 100 

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/- 

− +++ -  - (> 60 µM) 

WT +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

W152R +++ -  - (> 60 µM) 

S296L +++ +++ +++ ++ + - 

H54R +++ ++ + -  - (> 80 µM) 

G87R +++ -  - (> 60 µM) 
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（前頁 Table 3-1の説明） 

	 +++：コンフルエントまで増殖（100%）、++：増殖やや低下（+++に対し 50-20%）、+：増殖大

きく低下（+++に対し 20%以下）、-：完全に死滅、- (> 60 µM)：60 µM以上で完全に死滅、- (> 80 

µM)：80 µM以上で完全に死滅を示す。表記濃度の ZnSO4を添加した培地中に細胞を同数ずつま

き、72時間培養後の細胞の生育状態を比較した。 

 

	 従って、ZnT2 W152Rは亜鉛輸送活性をもたず、また ZnT2 S296Lは ZnT2 WT

よりわずかに低下するものの、亜鉛輸送活性を保つことが示された。また、ZnT2 

H54R の亜鉛輸送活性は非常に弱く、さらに ZnT2 G87R が亜鉛輸送活性をもた

ないことを示す結果から、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の亜鉛耐性の変化を指標とする、

ZnT2各変異体の亜鉛輸送活性の評価結果は妥当であると考えられた。 

	 続いて、ZnT2 W152Rまたは S296Lの発現による ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の細胞質

亜鉛量の変化を、ルシフェラーゼレポーター実験により確認した。その結果、

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株と ZnT2-HA W152R発現株では、50 µM ZnSO4存在下におい

て、高いルシフェラーゼ活性の値を示したが、ZnT2-HA WT発現株と ZnT2-HA 

S296L発現株では、値は低下した（Fig. 3-2）。 

 

 
Figure 3-2.	 ZnT2 W152Rは亜鉛輸送活性を失うが、ZnT2 S296Lは保つ  
	 レポーター実験による、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株と ZnT2-HA 各変異体発現株の細胞質亜鉛量の変

化を示す。トランスフェクション後、表記の濃度の ZnSO4を添加した培地で 24 時間培養した。

ZnSO4添加なしの ZnT2-HA WT発現株のルシフェラーゼ活性を 1とし、それぞれの細胞と ZnSO4

濃度における比率を算出した。50 µM ZnSO4存在下において、ZnT2 W152R発現株は ZnT2 WT

に比べて顕著に高いルシフェラーゼ活性の値を示した。（n = 3, *P < 0.05） 
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	 レポーター実験の結果から、ZnT2-HA W152R発現株において、高濃度亜鉛存

在下で細胞質亜鉛量の増加が確認された。従って ZnT2 W152Rの、細胞質から

細胞小胞内への亜鉛輸送活性は、ZnT2 WTに比べて大幅に低下していることが

示された。一方、ZnT2-HA S296L発現株では、ZnT2-HA WT発現株と同様に、

亜鉛濃度依存的な細胞質亜鉛量の増加はみられず、ZnT2 S296Lは ZnT2 WTと

同様に、細胞質から細胞小胞内へ亜鉛を輸送すると考えられた。以上の結果は、

各変異体 ZnT2発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の、亜鉛耐性変化の結果とも合致した。 

 

	 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株を用いた解析により、ZnT2 W152Rは亜鉛輸送活性を示さ

ないが、ZnT2 S296Lは亜鉛輸送活性を保っていることが明らかになった。 

 

3-2.	 ZnT2 W152Rと ZnT2 S296Lの二量体形成能の評価  

	 ほとんどの ZnTは、ホモ二量体（ホモ多量体）を形成して亜鉛を輸送し、ZnT2

もホモ二量体を形成することが示されている[25,49]。ZnT2 W152RやZnT2 S296L

が二量体を形成するかどうかを確認するため、ZnT2 WT と各変異体を

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に二重発現させた細胞株を樹立した。二重発現させる ZnT2

は、それぞれの C 末端に HA タグまたは FLAG タグを融合させ、免疫沈降 

（Immunoprecipitation, IP）が可能なように組み合わせた。 

	 まず、ZnT2-HA WTと ZnT2-FLAG WTが相互作用し、二量体を形成すること

を確認した（Fig. 3-3, lane 2）。次に、ZnT2-HA WTと ZnT2-FLAG S296Lとの間

で、WT同士よりはやや弱いと考えられるが、二量体形成を確認した（Fig. 3-3, 

lane 4）。一方、ZnT2-FLAG WTと ZnT2-HA W152Rでは二量体形成は見られな

かった（Fig. 3-3, lane 3）。また、ZnT2-HA W152Rと ZnT2-FLAG S296L では、

HA 抗体で IP を行い、FLAG 抗体でイムノブロットを行った場合、バンドが観

察されたが（Fig. 3-3, lane 5）、二量体形成はほとんど起こらないと考えられた。 

	 以上から、ZnT2 W152Rは二量体形成能を有さず、ZnT2 S296Lは二量体形成

能を保っていることが示された。従って、ZnT2 W152R は ZnT2 WTと二量体を

形成しないことから、ZnT2 WTに対してドミナントネガティブ作用を示さない

と考えられた。これは、低亜鉛母乳を引き起こす既報の変異のうち、ZnT2 WT

に対してドミナントネガティブ作用を示すとされた、ZnT2 G87Rとは異なる結

果であった。また ZnT2 S296Lが二量体形成能を示すことは、亜鉛輸送活性を示

すこととも合致した。  
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Figure 3-3. 

	 ZnT2 S296Lは WTと二量体を形成するが、ZnT2 W152Rは形成しない  
	 ZnT2 S296Lは ZnT2 WTと二量体形成能を示すが、ZnT2 W152Rは二量体形成能を示さない。

WTおよび変異体の ZnT2-HAまたは ZnT2-FLAGを、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株にそれぞれ二重発現さ

せた。200 µg分の膜タンパク質を用いて、HA抗体および FLAG抗体によって免疫沈降（IP）を

行い、各抗体を用いてイムノブロットで確認した。20 µgの膜タンパク質を用いて、各細胞株の

ZnT2の発現量をイムノブロットで確認し、Inputに示した。実験は 4回行い、同様の結果を得た。

左右は独立の実験結果を示す。 

 

	 ZnT2 W152Rと ZnT2 S296Lを見出した症例 Iにおいて、乳児の亜鉛欠乏症の

発症時期は生後 13日目と大変早く、母乳亜鉛値も特に顕著に低下していた（生

後 4週の時点で 20 µg/dL、通常値に対し 90%低下）（Table 1-1）。この母乳中亜鉛

量の顕著な減少と、ZnT2 W152Rがドミナントネガティブ作用を示さないと考え

られる結果から、母乳中亜鉛量の減少を説明する、亜鉛輸送活性や二量体形成

能以外の何らかの要因が、ZnT2 S296Lにあると考えられた。 
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3-3.	 ZnT2 S296Lの変異はタンパク質の安定性を低下させる  

	 SOSUI や HMMTOP を用いたタンパク質立体構造予想では、S296L の変異が

ZnT2の立体構造を大きく変化させ、C末端にもう一つ余分な膜貫通構造を付加

させることが示唆された。従って当初、ZnT2 S296Lは機能欠失であると予想し

た。しかし、ZnT2 S296Lは亜鉛輸送活性と二量体形成能を示すという実験結果

から、機能欠失変異ではないと考えられた。ZnT2 S296Lは、WTよりもやや弱

い亜鉛輸送活性を示したが、これだけでは母乳中亜鉛量が大きく低下すること

を説明するには不十分であり、他にも何らかの要因があると考えられた。 

	 本実験系では、ZnT2タンパク質の発現に、強力なプロモーターである β-アク

チンプロモーターを用いていることから、ZnT2 S296Lタンパク質の安定性の変

化を見過ごしている可能性が考えられたため、以下の解析を行った。 

	 ZnT2-HA WT 発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株および ZnT2-HA S296L 発現

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の培養中に、以降のタンパク質合成を阻害するシクロヘキシ

ミド（Cycloheximide, CHX）を加えて、経時的に細胞を回収し、イムノブロット

で ZnT2 タンパク質量の変化を確認した。その結果、ZnT2 WT のタンパク質量

には、シクロヘキシミド処理後 4時間まで大きな変化はみられなかったが、ZnT2 

S296Lのタンパク質量には、顕著な減少がみられた（Fig. 3-4A）。イムノブロッ

トのバンドの強度を定量化したところ、ZnT2 WTのタンパク質量はほとんど変

化しないが、ZnT2 S296Lのタンパク質量は、シクロヘキシミド処理後 4時間で、

開始時に比べて約 10%まで減少していた（Fig. 3-4B）。従って、ZnT2 S296Lのタ

ンパク質安定性は、ZnT2 WTに比べて大幅に低下していると考えられた。 

	 続いて、コントロールとして DMSO、またはプロテアソーム阻害剤 MG132、

あるいはV型ATPアーゼを阻害してリソソーム経路のタンパク質分解を阻害す

るバフィロマイシン A1を加えた 2時間後に、同様にシクロヘキシミド処理を行

い、ZnT2タンパク質量を定量化した。 

	 ZnT2-HA S296L 発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株を用いて、阻害剤処理の実験を行っ

た結果、コントロールの DMSOを加えた場合には、ZnT2 S296Lタンパク質量の

減少が確認されたが、MG132 またはバフィロマイシン A1 を加えた場合には、

ZnT2 S296Lタンパク質量の減少は抑制された（Fig. 3-5A, B）。 
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Figure 3-4.	 ZnT2 S296Lはタンパク質の安定性を大幅に低下させる  
A.	 ZnT2-HA WT および S296L 発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株を、シクロヘキシミド（CHX）で処理

開始後、表記の時点で細胞を回収し、タンパク質量をイムノブロットで確認した。コントロー

ルに β-Tubulinを用いた。 

B.	 イムノブロットの結果からタンパク質量を定量化した。ZnT2-HA のバンド強度を、コント

ロールの β-Tubulinのバンド強度で割り、CHX処理開始時の値（T0）を 100%として、各時点の

比率を算出した。CHX処理開始後 4時間で、ZnT2 S296Lのタンパク質量は処理開始時の 10%程

度に低下した。（n = 3, *P < 0.05, **P < 0.01） 

 

	 従って、ZnT2 S296Lはユビキチン・プロテアソーム経路およびリソソームを

介するタンパク質分解経路で分解されていると考えられた。分解経路の阻害に

より、ZnT2 S296Lタンパク質量の減少が抑えられたことから、シクロヘキシミ

ド処理による ZnT2 S296Lのタンパク質量の減少は、タンパク質安定性の低下に

よるものと考えられた。 

	 ミスセンス変異によるタンパク質発現レベルの低下が、亜鉛トランスポータ

ーによる亜鉛輸送に影響する報告としては、ZIP4 のミスセンス変異によって引

き起こされる腸性肢端皮膚炎（AE）が知られる[18]。従って ZnT2 S296Lは、亜

鉛輸送活性は保っているものの、変異によって ZnT2 WTに比べてタンパク質の

安定性が大幅に低下しており、生体内では急速に分解されるため、乳腺上皮細

胞において母乳中への亜鉛輸送を十分に行えないと考えられた。 
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Figure 3-5. 

	 MG132と Bafilomycin A1は ZnT2 S296Lタンパク質の分解を抑制する  
A.	 プロテアソーム阻害剤 MG132 およびリソソーム阻害剤バフィロマイシン A1（Bafilomycin 

A1）は、ZnT2 S296Lのタンパク質の分解を抑制する。シクロヘキシミド（CHX）処理開始後、

各時点におけるタンパク質量をイムノブロットで確認した。コントロールに β-Tubulinを用いた。 

B.	 ZnT2-HA S296L のバンド強度をコントロールの β-Tubulin のバンド強度で割り、CHX 処理

開始時の値（T0）を 100%として各時点の比率を算出した。（n = 3, *P < 0.05, **P < 0.01） 

 

	 以上の結果から、母親の ZnT2遺伝子が、亜鉛輸送活性と二量体形成能をもた

ず、ドミナントネガティブ作用を示さないW152Rと、亜鉛を輸送輸送活性と二

量体形成能を保っているが、タンパク質が著しく不安定になっている S296L の

複合ヘテロ接合体であるために、症例 Iの母乳中亜鉛量の著しい減少が生じたと

結論づけた。 

  



 37 

3-4.	 ZnT2 W152Rの変異はタンパク質安定性を低下させる  

	 亜鉛輸送活性を示さなかった ZnT2 W152Rについても、ZnT2 S296Lと同様に、

タンパク質の発現量の変化を見過ごしている可能性が考えられたため、シクロ

ヘキシミド処理により、タンパク質安定性を評価した。その結果、ZnT2 W152R

のタンパク質安定性は、ZnT2 S296Lと同レベル（処理開始後 4時間で、開始時

点の 10%以下）まで、顕著に低下していることが判明した（Fig. 3-6）。従って

ZnT2 W152Rは、亜鉛輸送活性を失うとともに、タンパク質安定性の低下も起こ

していることが示された。 

 

Figure 3-6.	 ZnT2 W152Rのタンパク質安定性は低下する  
	 ZnT2-HA WTおよびW152R発現株を、シクロヘキシミド（CHX）で処理した。各時点におけ

るタンパク質量をイムノブロットで確認し、コントロールとして β-Tubulinを用いた。また、イ

ムノブロットの結果からタンパク質量を定量化した。ZnT2-HA のバンド強度を、コントロール

の β-Tubulinのバンド強度で割り、CHX処理開始時の値（T0）を 100%として、各時点の比率を

算出した。（n = 3, *P < 0.05, **P < 0.01） 

 

3-5.	 ZnT2 H54Rと G87Rの変異はタンパク質安定性を低下させる  

	 低亜鉛母乳を引き起こす、既報の ZnT2 H54Rと G87Rを ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株

により解析した結果、H54R は亜鉛輸送活性が顕著に低下し、G87R は亜鉛輸送

活性を完全に失った（Table 3-1）。両変異についても、タンパク質安定性を評価

するため、各変異体発現株を用いて、シクロヘキシミド処理を行った。その結

果、ZnT2 H54Rのタンパク質量は処理 4時間で開始時点の約 25%（Fig. 3-7A）、

G87Rでは処理 8時間で約 20%になった（Fig. 3-7B）。従って、ZnT2 H54Rおよ

びG87Rのタンパク質安定性は、ZnT2 WTよりも低下していることが示された。 
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Figure 3-7.	 ZnT2 H54Rおよび G87Rのタンパク質安定性は低下する  
A.	 ZnT2-HA WTおよび ZnT2-HA H54Rの各発現株を、シクロヘキシミド（CHX）で処理した。

各時点におけるタンパク質量をイムノブロットで確認し、コントロールとして β-Tubulinを用い

た。ZnT2-HA のバンド強度を、コントロールの β-Tubulin のバンド強度で割り、CHX 処理開始

時の値（T0）を 100%として、各時点の比率を算出した。 

（n = 3, *P < 0.05） 

B.	 同様に、ZnT2-HA WTおよび ZnT2-HA G87Rの各発現株による解析結果を示す。 

（n = 3, *P < 0.05, **P < 0.01） 

 

	 以上から、低亜鉛母乳を引き起こす ZnT2のミスセンス変異は、亜鉛輸送活性

の低下だけでなく、タンパク質安定性の低下も引き起こすことが示唆された。 
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第 4節	 へテロ接合体で見出された 3つの ZnT2ミスセンス変異の解析 
 

4-1.	 c.838G>Aの変異はイントロン 6のスプライシング効率を低下させる  

	 症例 II, III, IV の母親 ZnT2 遺伝子にヘテロ接合体で見出された、c.838G>A

（p.G280R）、c.935C>T（p.T312M）、c.1063G>C（p.E355Q）の 3つの変異につい

て、ZnT2の機能への影響を解析した。 

	 見出した変異のうち、c.838G>Aはエキソン 6の 3’末端に位置しており、イン

トロン 6をはさんでエキソン 7の 5’末端の 2塩基とコドンを構成していた（Fig. 

1-2B）。c.838G>A は、変異の前後で U-2 型イントロンのコンセンサス配列を維

持していたが[72]、変異がイントロン 6のスプライシングに影響する可能性が考

えられた。そこで、スプライシング効率を解析するため、イントロン 6（1787bp）

を含む ZnT2 cDNAの発現プラスミド｛c.838G（WT）と c.838A（mut）の 2種類｝

を作成した（Fig. 4-1）。ZnT2配列の C末端には HAタグを付加した。 

 

 
Figure 4-1.	 イントロン 6のスプライシングの概略図  
	 c.838G（WT）あるいは c.838A（mut）は、エキソン 6の 3’末端に位置する。スプライシング

効率の判定のため、RT（reverse-transcription）-PCRに用いたプライマー（intron 6 Fw, exon 6 Fw, 

exon 8 Rv）の位置を矢印で示した。 

 

Table 4-1.	 スプライシング効率判定の RT-PCRに用いたプライマー配列  
プライマー  塩基配列（5’ - 3’）  

intron 6 Fw GACACCTGAGGATCAGGAGCCAGCCCTGCA 

exon 6 Fw CCTTGACCATCCTGAGAGATGTGATCCTGG 

exon 8 Rv CTCCGAGTAGTCCTTGATCTGGATGGT 
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	 プラスミドを ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に一過的に発現（トランスフェクション）さ

せ、mRNAを回収後、Table 4-1に示したプライマーを用いて、半定量 RT

（reverse-transcription）-PCRを行った。その結果、c.838A（mut）では c.838G（WT）

に対しスプライシング効率が約 4分の 1に低下していた（Fig. 4-2A）。 

 

 
Figure 4-2. 

	 c.838G>Aの変異によりイントロン 6のスプライシング効率は低下する  
A.	 半定量 RT（reverse-transcription）-PCRの結果を示す。ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株にイントロン 6の

配列を含んだ ZnT2-HA発現プラスミドをトランスフェクションし、mRNAを回収した。逆転写

の後、Table 4-1に示したプライマーによって PCR（サイクル数：33, 34, 35回）を行い、3%アガ

ロースゲルで泳動した。非スプライシング mRNAから生じる PCR産物（un, unspliced）は 330bp、

スプライシング mRNAから生じる PCR産物（sp, spliced）は 281bpである。PCRサイクル数 34

回の結果から、WTと mutの sp/un比率を比較したところ、mutのスプライシング効率はWTに

対し約 4分の 1に低下した。Mは DNAサイズマーカー、- は PCRブランクである。 

B.	 HeLa細胞に、イントロン 6の配列を含んだWTまたはmutの ZnT2-HA 発現プラスミドと、

トランスフェクション効率のコントロールとして FLAG-マウス Znt5発現プラスミドを、同時に

トランスフェクションした。細胞を回収し、タンパク質量（µg）を変えて SDS-PAGEし、HA

抗体あるいは FLAG抗体を用いて、イムノブロットを行った。c.838G（WT）では ZnT2-HAの

発現を確認できたが、c.838A（mut）では発現を確認できなかった。- はプラスミドトランスフ

ェクションを行っていないネガティブコントロールである。 
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(前頁 Fig. 4-2の説明の続き)	 

C.	 B.と同時に回収した Hela細胞による RT（reverse-transcription）-PCRの結果を示す。mRNA

を回収し逆転写の後、A.と同様に PCR（サイクル数：35回）を行い、3%アガロースゲルで泳動

した。PCR（un）では、c.838G（WT）と c.838A（mut）ともに 330bpの PCR産物（Unspliced）

を得た。一方、スプライシング mRNA を検出する PCR（sp）では、c.838G（WT）において正

常な長さの 281bpの PCR産物（Spliced）を得たのに対し、c.838A（mut）では、より長いスプラ

イシングエラーと考えられる 345bpの PCR産物（Spliced error）を得た。Mは DNAサイズマー

カー、- はプラスミドトランスフェクションを行っていないネガティブコントロールである。 

 

	 続いて HeLa細胞を用いて、同様にプラスミドをトランスフェクションし、イ

ムノブロットと RT-PCR を行った。HA 抗体を用いたイムノブロットにおいて、

c.838G（WT）では ZnT2-HA タンパク質の発現を確認できたが、c.838A（mut）

では確認できなった（Fig. 4-2B）。また、RT-PCRにおいて、c.838G（WT）では

正常なスプライシング mRNAから生じた PCR産物（281bp）を得た。一方、c.838A

（mut）では、281bpの PCR産物は確認できなかったが、スプライシングエラー

のmRNAから生じたと考えられる、より長い PCR産物（345bp）を得た（Fig. 4-2C）。

この 345bpの PCR産物をシーケンスしたところ、c.838G>Aの変異は、スプライ

シング部位を 3’方向に移動させることが判明した。スプライシングエラーの

mRNAでは、エキソン 6とエキソン 7の間に、本来除去されるイントロン 6 が

64bp入り込み、ZnT2 G280SfsX17（ZnT2タンパク質の 280番目のアミノ酸がグ

リシンからセリンに変異し、そこから 17番目が終止コドンとなる）のフレーム

シフト変異を引き起こし、C末端を有さない ZnT2タンパク質を生じさせると考

えられた。従って、Hela細胞の解析結果から、c.838G>Aの変異は、スプライシ

ングに異常を引き起こし、正常な ZnT2タンパク質の発現を抑えることが示唆さ

れた。 

 

	 以上の結果から、c.838G>Aの変異は、スプライシングの効率低下あるいは異

常を引き起こし、イントロン 6が正確にスプライシングされた mRNAの量は減

少すると考えられた。ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の解析において、ZnT2 G280Rタンパ

ク質を産生すると考えられる mRNAが検出できたことから（Fig. 4-2A）、引き

続き ZnT2 G280Rのタンパク質レベルの解析も行った。 
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4-2.	 ZnT2変異体の亜鉛輸送活性の評価  

	 ZnT2 G280R, T312M, E355Qの各変異体の亜鉛輸送活性を、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-

株を用いて評価した。 

	 各変異体の ZnT2-HA を発現させた ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株において、亜鉛耐性の

回復は認められなかった（Fig. 4-3, Table 4-2）。従って、ZnT2 G280R, T312M, 

E355Qは、いずれも亜鉛輸送活性をもたないと考えられた。 

 

Figure 4-3.	 ZnT2タンパク質の発現量   
	 ZnT2-HA WT, G280R, T312M, E355Qを ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株にそれぞれ発現させ、ZnT2抗体を

用いてイムノブロットで確認した。コントロールとして β-Tubulinを用いた。 

 

Table 4-2. 

	 ZnT2-HA G280R, T312M, E355Q 発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の亜鉛耐性変化  

細胞  
発現

ZnT2-HA 

ZnSO4 (µM) 

50 60 70 80 90 100 

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/- 

− +++ -  - (> 60 µM) 

WT +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

G280R +++ -  - (> 60 µM) 

T312M +++ -  - (> 60 µM) 

E355Q +++ -  - (> 60 µM) 

	 +++：コンフルエントまで増殖（100%）、++：増殖やや低下（+++に対し 50-20%）、+：増殖大

きく低下（+++に対し 20%以下）、-：完全に死滅、- (> 60 µM)：60 µM以上で死滅を示す。表記

濃度の ZnSO4存在下に細胞を同数ずつまき、72 時間培養後の細胞の生育状態を比較した。母親

から見出された ZnT2 G280R, T312M, E355Qはいずれも亜鉛輸送活性を示さなかった。 

 

	 続いて、ZnT2によって細胞質から細胞小胞内へ輸送される亜鉛量を評価する

ため、細胞小胞内の亜鉛イオンを特異的に検出可能な、亜鉛蛍光試薬 Zinpyr-1

を用いて、フローサイトメトリー解析を行った[73]。 
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	 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株および各変異体 ZnT2-HA発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株を、通常

培地または 30 µM ZnSO4添加培地で培養して回収し、遮光下で 5 µM Zinpyr-1に

より 30分処理した。フローサイトメーターにより Zinpyr-1の蛍光強度を測定し、

同一細胞株において ZnSO4の添加の有無で、変化がみられるかどうかを確認し

た。その結果、ZnT2-HA WT発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株では、亜鉛添加培地で培養

した細胞において、通常培地で培養した細胞よりも Zinpyr-1 の蛍光強度の増加

がみられた。一方、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株では変化がみられなかった（Fig. 4-4）。 

 

 
Figure 4-4. 

	 Zinpyr-1を用いた ZnT2 WT, G280R, T312M, E355Qの亜鉛輸送活性の評価  
	 ZnT2-HA WT, G280R, T312M, E355Qの亜鉛輸送活性をフローサイトメトリーにより解析した。

各細胞株を通常培地（N）または 30 µM ZnSO4添加培地（Zn）で 48時間培養後、2.0×106個の

細胞を 5 µMの亜鉛蛍光試薬 Zinpyr-1で 30分間処理し、フローサイトメーターにより蛍光を測

定した。ZnT2-HA WT発現株では、亜鉛添加による Zinpyr-1の蛍光強度の増加を確認した。一

方、ZnT2-HA G280R, T312M, E355Qの各変異体発現株では、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株と同じく蛍光強

度の増加はみられなかった。実験は 3回行い、いずれも同様の結果を得た。 
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Table 4-3.	 ZnT2 G280R, T312M, E355Qは亜鉛輸送活性を示さない  

細胞  発現 ZnT2-HA Zinpyr-1蛍光強度の比率  

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/- 

− 0.91±0.04 

WT 1.24±0.04 * 

G280R 0.91±0.04 

T312M 0.92±0.03 

E355Q 0.91±0.02 

	 Fig. 4-4の解析結果から、各細胞株の 30 µM ZnSO4亜鉛添加培地での Zinpyr-1蛍光強度の中央

値を、通常培地での Zinpyr-1 蛍光強度の中央値で割り、蛍光強度の比率を求めた。

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に対し、ZnT2-HA WT発現株における Zinpyr-1蛍光強度の増加は有意であっ

た。一方、ZnT2-HA G280R, T312M, E355Qの各発現株では、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株と比べて有意な

差はみられなかった。3回行った実験の、平均比率と標準偏差を示す。（n = 3, *P < 0.05） 

 

	 ZnT2-HA WT発現株における蛍光強度の増加は、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株と比較し

て有意であった（Table 4-3）。Zinpyr-1は細胞小胞内の亜鉛イオンを検出するこ

とから、本解析における Zinpyr-1の蛍光強度の増加は、発現させた ZnT2-HA WT

により、亜鉛が細胞質から細胞小胞内へと輸送され、小胞内の亜鉛が増加した

ことを反映していると考えられた[40,74]。 

 

	 同様に、ZnT2-HA G280R, T312M, E355Q発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株を解析した

ところ、いずれの発現株においても Zinpyr-1 の蛍光強度の増加はみられず、

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株と比較しても変化はなかった（Fig. 4-4, Table 4-3）。従って、

各変異体 ZnT2発現株において、細胞小胞内の亜鉛の増加がみられなかったこと

から、ZnT2 G280R, T312M, E355Qは、細胞小胞内への亜鉛輸送を行わないと考

えられた。 

 

	 発現株の亜鉛耐性変化と、フローサイトメトリーによる細胞小胞内の亜鉛蓄

積量の解析結果から、ZnT2 G280R, T312M, E355Qは、いずれも亜鉛輸送活性を

もたないことが示された。 
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4-3.	 ZnT2 G280R, T312M, E355Qのタンパク質安定性の評価  

	 これまでに見出された低亜鉛母乳を引き起こす ZnT2変異体は、すべてタンパ

ク質安定性が低下していた（Fig. 3-4, Fig. 3-6, Fig. 3-7）。そこで ZnT2 G280R, 

T312M, E355Qについても、シクロヘキシミド処理によってタンパク質安定性を

評価した。 
 

 
Figure 4-5.	 ZnT2 G280R, T312M, E355Qのタンパク質安定性は低下する  
（次頁に説明）  
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（前頁 Fig. 4-5の説明） 

Ａ .	 ZnT2-HA WTおよび G280Rの各発現株を、シクロヘキシミド（CHX）で処理した。各時点

におけるタンパク質量をイムノブロットで確認し、コントロールとして β-Tubulinを用いた。各

時点の ZnT2-HA のバンド強度を、β-Tubulin のバンド強度で割り、CHX 処理開始時の値（T0）

を 100%として、各時点の比率を算出した。（n = 3, *P < 0.05, **P < 0.01） 

B.	 ZnT2-HA WTおよび T312Mの各発現株による解析結果を示す。（n = 3, *P < 0.05, **P < 0.01） 

C.	 ZnT2-HA WTおよび E355Qの各発現株による解析結果を示す。（n = 3, **P < 0.01） 

 

	 シクロヘキシミド処理開始後 4時間で、ZnT2 G280Rのタンパク質量は開始時

点の約 25%になり、顕著な減少が確認された（Fig. 4-5A）。ZnT2 T312Mと E355Q

では、処理後 8時間で 40%程度にまで減少した（Fig. 4-5B, C）。これにより、各

変異体 ZnT2のタンパク質安定性は、ZnT2 WTに比べ低下することが示された。 
 

	 以上の結果から、ZnT2 G280Rは、変異（c.838G>A）によってスプライシング

効率が低下し、正常な mRNA量が減少するのみならず、タンパク質自体も亜鉛

輸送活性をもたず、その安定性も顕著に低下していることが明らかになった。

また ZnT2 T312Mと ZnT2 E355Qは、亜鉛輸送活性を有さず、タンパク質安定性

も低下していることが示された。 

 

4-4.	 ZnT2 G280R, T312M, E355Qの二量体形成能の評価  

	 ZnT2 G280R, T312M, E355Q が二量体を形成するかどうかを確認するため、

ZnT2のWTと各変異体をZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に二重発現させた細胞株を樹立し、

免疫沈降（IP）を行った。 

	 ZnT2 WTと ZnT2変異体の IPと同時に、コントロールとして ZnT2-HA WTと

ZnT2-FLAG WTの IPも行った。その結果、ZnT2-HA WTと ZnT2-FLAG G280R

との間（Fig. 4-6左）、ZnT2-FLAG WTと ZnT2-HA T312Mとの間（Fig. 4-6中央）、

ZnT2-HA WTと ZnT2-FLAG E355Qとの間（Fig. 4-6右）のいずれにおいても、

WT同士と同様の、二量体形成を確認した。 
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Figure 4-6.	 ZnT2 G280R, T312M, E355Qは ZnT2 WTと二量体を形成する  
	 各変異体はいずれも ZnT2 WTとの二量体形成能を維持する。WTおよび各変異体の ZnT2-HA

または ZnT2-FLAGを、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に二重発現させた。150 µgの膜タンパク質を用いて、

HA抗体および FLAG抗体により免疫沈降（IP）を行い、各抗体を用いてイムノブロットで確認

した。15 µgの膜タンパク質を用いて、ZnT2の発現量をイムノブロットで確認し、Inputに示し

た。コントロールには Calnexin（CNX）を用いた。実験は 3回繰り返し、同一の結果を得た。 

 

	 従って、ZnT2 G280R, T312M, E355Qはいずれも亜鉛輸送活性をもたず、ZnT2 

WTと二量体を形成することから、ZnT2 WTに対してドミナントネガティブ作

用を有する可能性が示された。 

 

4-5.	 ZnT2 G280R, T312M, E355Qのドミナントネガティブ作用の評価  

	 低亜鉛母乳を引き起こす既報の ZnT2変異体のうち、ZnT2 G87Rは先行研究に

おいて、ZnT2 WTに対しドミナントネガティブ作用を示すことが報告されてい

た[25,49]。また、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株を用いた解析結果において、ZnT2-HA G87R

は亜鉛輸送活性を示さなかった（Table 3-1）。ZnT2 G280R, T312M, E355Qのドミ

ナントネガティブ作用の有無を調べるため、ZnT2 WTと各変異体の二重発現株

を用いて、ZnT2 G87Rとの比較解析を行った。 
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Figure 4-7.	 二重発現株の ZnT2タンパク質の発現量  
	 各細胞株の ZnT2 WTと ZnT2変異体の発現量を、同一メンブレンで HA抗体、FLAG抗体、

ZnT2抗体を用い、イムノブロットで確認した。コントロールとして β-Tubulinを用いた。 

 

	 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に ZnT2 G87R と ZnT2 WT を二重発現させた株

（G87R-HA+WT-FLAG）は、高濃度亜鉛に対し ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株より強い耐

性を示したものの、90 µM ZnSO4存在下において完全に死滅した（Fig. 4-7, Table 

4-4）。一方、ZnT2 WT同士の二重発現株（WT-HA+WT-FLAG）は 100 µM ZnSO4

存在下においても十分生育したことから（Fig. 4-7, Table 4-4）、ZnT2 G87RとZnT2 

WT の二重発現株における高濃度亜鉛に対する耐性低下は、ZnT2 G87R が有す

る、ドミナントネガティブ作用によるものと考えられた。 

	 続いて、亜鉛輸送活性をもたない ZnT2 G280R, T312M, E355Qが、それぞれ

ZnT2 G87Rと同様のドミナントネガティブ作用をもつかどうかを解析した。 

	 まず、ZnT2 G280Rと ZnT2 WTの二重発現株（G280R-FLAG+WT-HA）と、

ZnT2 T312Mと ZnT2 WTの二重発現株（T312M-FLAG+WT-HA）は、どちらも

100 µM ZnSO4存在下まで生育可能となった（Fig. 4-7, Table 4-4）。これらの二重

発現株の高濃度亜鉛に対する耐性は、 ZnT2 WT 同士の二重発現株

（WT-HA+WT-FLAG）に比べるとわずかに弱いものの、ほとんど変化がなかっ

た。また、ZnT2 E355Qと ZnT2 WTの二重発現株（E355Q-FLAG+WT-HA）では、

WT 同士の二重発現株（WT-HA+WT-FLAG）とまったく変わらない耐性を示し

た（Fig. 4-7, Table 4-4）。すなわち、これら 3つの二重発現株は、ZnT2-FLAG WT

と ZnT2-HA G87Rの二重発現株（G87R-HA+WT-FLAG）よりも、高濃度亜鉛に

対して、強い耐性を示すことが明らかになった。 
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Table 4-4.	 ZnT2を二重発現させた ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の亜鉛耐性変化  

細胞  発現 ZnT2 
ZnSO4 (µM) 

50 60 70 80 90 100 

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/- 

− +++ -   - (> 60 µM) 

WT-HA+WT-FLAG +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

G87R-HA+WT-FLAG +++ +++ ++ + - - 

G280R-FLAG+WT-HA +++ +++ +++ +++ ++ + 

T312M-FLAG+WT-HA +++ +++ +++ +++ ++ + 

E355Q-FLAG+WT-HA +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

	 +++：コンフルエントまで増殖（100%）、++：増殖やや低下（+++に対し 50-20%）、+：増殖大

きく低下（+++に対し 20%以下）、-：完全に死滅、- (> 60 µM)：60 µM以上で死滅を示す。表記

濃度の ZnSO4存在下に細胞を同数ずつまき、72時間培養後の細胞の生育状態を比較した。ZnT2 

WTと ZnT2 G87Rの二重発現株が、ZnT2 WTの二重発現株よりも弱い亜鉛耐性を示したのに対

し、ZnT2 WTと ZnT2各変異体（G280R, T312M, E355Q）の二重発現株では、ZnT2 WTの二重

発現株とほとんど変わらない亜鉛耐性を示した。 

 

	 二重発現株の各株間において、ZnT2タンパク質の発現量にはややバラツキが

見られた。しかしながら、ZnT2-HA G87Rは、その発現量が同一株の ZnT2-FLAG 

WTよりも相対的に低いにも関わらず、高濃度亜鉛に対する細胞の耐性を低下さ

せた。一方、ZnT2-FLAG G280R, T312M, E355Qは、いずれも同一株の ZnT2-HA 

WTと比べ同等の発現量であったが、亜鉛輸送活性の低下はみられなかった。従

って ZnT2 G280R, T312M, E355Qは、いずれも ZnT2 G87Rのような、ZnT2 WT

に対するドミナントネガティブ作用を有さないと考えられた。 

 

	 症例 II, III, IV の母親 ZnT2 遺伝子からそれぞれヘテロ接合体で見出された

c.838G>A（p.G280R）、c.935C>T（p.T312M）、c.1063G>C（p.E355Q）の各ミスセ

ンス変異は、いずれも亜鉛輸送活性を失い、タンパク質が不安定となる機能欠

失変異であったが、二量体形成能を保っていた。しかしながら、ZnT2 G87Rと

の比較から、これら 3 つの変異は、ドミナントネガティブ作用を有さないと考

えられた。また、c.838G>Aにおいては、mRNAのスプライシング効率の低下も

確認された。 
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	 以上から、これらの 3症例における母乳中亜鉛量の減少は、母親の ZnT2遺伝

子の一方のアリルが機能欠失変異であったため、乳腺上皮細胞において正常な

ZnT2タンパク質が不足したこと（ハプロ不全：Haploinsuficiency）によって引き

起こされたと結論づけた。 

 

4-6.	 Gly-280, Thr-312, Glu-355部位の変異体解析  

	 症例 II, III, IVの母親から見出した 3つのアミノ酸変異は、いずれも ZnT2タ

ンパク質の C 末端領域に位置していた（Fig. 1-3）。各位置のアミノ酸が、ZnT2

の亜鉛輸送機能にどのように影響するのかを詳しく解析するため、Gly-280, 

Thr-312, Glu-355部位を様々なアミノ酸に置換した変異体の亜鉛輸送活性を、高

濃度亜鉛に対する耐性の評価と、Zinpyr-1を用いたフローサイトメトリーにより

解析した。 

 

	 はじめに、Gly-280部位の変異体を ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に発現させ（Fig. 4-8）、

亜鉛輸送活性を比較した（Table 4-5, Fig. 4-9, Table 4-6）。 

 
Figure 4-8.	 Gly-280部位変異体 ZnT2-HAのタンパク質発現量  
	 各変異体を発現させた ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の ZnT2-HAタンパク質量を、ZnT2抗体によりイム

ノブロットで確認した。コントロールとして β-Tubulinを用いた。仕切り線は、画像が同じメン

ブレン上で同一のイムノブロットから得られたことを示す。 

 

	 ZnT2-HA G280A 発現株は、ZnT2-HA WT 発現株と同等の亜鉛耐性を示した

（Table 4-5）。またフローサイトメトリー解析において、G280A発現株はWT発

現株と同等まで、30 µM ZnSO4存在下における Zinpyr-1の蛍光強度を増加させ

た（Fig. 4-9, Table 4-6）。従って、ZnT2 G280Aの亜鉛輸送活性は、ZnT2 WTと

同等であると考えられた。また G280T発現株は、80 µM ZnSO4存在下まで生育

可能となり、WT 発現株よりは弱いものの、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の亜鉛耐性を回

復させ、またフローサイトメトリー解析においても、Zinpyr-1の蛍光強度の増加

を確認した（Table 4-5, Fig. 4-9, Table 4-6）。 
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Table 4-5.	 Gly-280部位変異体発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の亜鉛耐性変化  

細胞  
発現  

ZnT2-HA 

ZnSO4 (µM) 

50 60 70 80 90 100 

 

 

 

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/- 

− +++ - - (> 60 µM) 
WT +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

G280R +++ - - (> 60 µM) 

G280A +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

G280T +++ +++ ++ + - - 

G280L +++ - - (> 60 µM) 

G280Q +++ - - (> 60 µM) 

G280K +++ - - (> 60 µM) 

	 +++：コンフルエントまで増殖（100%）、++：増殖やや低下（+++に対し 50-20%）、+：増殖大

きく低下（+++に対し）、-：完全に死滅、- (> 60 µM)：60 µM以上で死滅を示す。表記濃度の ZnSO4

存在下に細胞を同数ずつまき、72時間培養後の細胞の生育状態を比較した。ZnT2-HA G280A発

現株は ZnT2-HA WT発現株と同等の亜鉛耐性を示し、G280TはWT発現株より弱いものの、高

濃度亜鉛に対する耐性を示したが、G280R, G280L, G280Q, G280K 発現株は、いずれも 60 µM 

ZnSO4で死滅した。 

 

	 一方、G280L, G280Q, G280Kの各変異体を発現させた株では、低亜鉛母乳の

母親から見出された変異体である、G280Rの発現株と同様に、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-

株の亜鉛耐性を回復させず、Zinpyr-1の蛍光強度の増加もみられなかった（Table 

4-5, Fig. 4-9, Table 4-6）。従って、Gly-280をロイシン（疎水性）、グルタミン（極

性）、リジン（塩基性）、アルギニン（塩基性）に置き換えると、ZnT2は亜鉛輸

送活性を失うと考えられた。 

 

	 以上の結果から、ZnT2タンパク質の亜鉛輸送活性には、Gly-280部位の、側

鎖が小さく、非極性で、非疎水性、非電荷のアミノ酸が必要なことが示された。 
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Figure 4-9.	  Zinpyr-1を用いた Gly-280部位変異体の亜鉛輸送活性の評価  
	 各変異体の亜鉛輸送活性をフローサイトメトリーにより解析した。各細胞株を通常培地（N）

または 30 µM ZnSO4添加培地（Zn）で 48時間培養後、2.0×106個の細胞を 5 µMの亜鉛蛍光試

薬 Zinpyr-1で遮光下 30分間処理し、フローサイトメーターにより蛍光を測定した。ZnT2-HA WT, 

G280A, G280T各発現株では、亜鉛添加による Zinpyr-1の蛍光強度の増加を確認した。一方、ZnT2 

G280R, G280L, G280Q, G280K各発現株では、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株と同じく蛍光強度の増加はみら

れなかった。実験は 3回行い、いずれも同様の結果を得た。 
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Table 4-6.	 Gly-280部位変異体の亜鉛輸送活性  

細胞  発現 ZnT2-HA Zinpyr-1蛍光強度の比率  

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/- 

− 0.96±0.06 

WT 1.26±0.02 * 

G280R 1.00±0.04 

G280A 1.26±0.12 * 

G280T 1.09±0.07 * 

G280L 1.06±0.04 

G280Q 1.03±0.08 

G280K 1.03±0.06 

	 Fig. 4-9の解析結果から、各細胞株の 30 µM ZnSO4亜鉛添加培地での Zinpyr-1蛍光強度の中央

値を、通常培地での Zinpyr-1蛍光強度の中央値で割り、蛍光強度の比率を求めた。ZnT2-HA WT, 

G280A, G280T各発現株における Zinpyr-1蛍光強度の増加は、ZnT2-HA G280R発現株に比べて有

意であったが、他の細胞株では有意な差はなかった。3回行った実験の、平均比率と標準偏差を

示す。（n = 3, *P < 0.05） 

 

	 次に、Thr-312部位の変異体を ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に発現させ（Fig. 4-10）、亜

鉛輸送活性を比較した（Table 4-7, Fig. 4-11, Table 4-8）。 
 

 
Figure 4-10.	 Thr-312部位変異体 ZnT2-HAのタンパク質発現量  
	 各変異体を発現させた ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の ZnT2-HAタンパク質量を、ZnT2抗体によりイム

ノブロットで確認した。コントロールとして β-Tubulinを用いた。仕切り線は、画像が同じメン

ブレン上で同一のイムノブロットから得られたことを示す。 
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Table 4-7.	 Thr-312部位変異体発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の亜鉛耐性変化  

細胞  
発現  

ZnT2-HA 

ZnSO4 (µM) 

50 60 70 80 90 100 

 

 

 

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/- 

− +++ -  - (> 60 µM) 
WT +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

T312M +++ -  - (> 60 µM) 

T312A +++ -  - (> 60 µM) 

T312S +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

T312C +++ +++ +++ ++ + - 

T312D +++ -  - (> 60 µM) 

T312E +++ -  - (> 60 µM) 

	 +++：コンフルエントまで増殖（100%）、++：増殖やや低下（+++に対し 50-20%）、+：増殖大

きく低下（+++に対し）、-：完全に死滅、- (> 60 µM)：60 µM以上で死滅を示す。表記濃度の ZnSO4

存在下に細胞を同数ずつまき、72時間培養後の細胞の生育状態を比較した。ZnT2-HA T312Sの

発現株は、ZnT2-HA WT発現株と同等の亜鉛耐性を示し、T312C発現株は、WT発現株より弱い

ものの、高濃度亜鉛に対する耐性を示した。T312M, T312A, T312D, T312E各発現株は、いずれ

も 60 µM ZnSO4で死滅した。 

 

	 ZnT2-HA T312S 発現株は、ZnT2-HA WT 発現株と同等の亜鉛耐性を示し、

Zinpyr-1の蛍光強度の増加もWTと同等であった。また、T312C発現株も、90 µM 

ZnSO4 存在下まで生育可能となり、フローサイトメトリー解析により Zinpyr-1

の蛍光強度の増加がみられた。一方、ZnT2-HA T312A, T312E, T312Dの各変異体

を発現させた株では、低亜鉛母乳となった母親から見出された T312M変異体と

同様に、亜鉛耐性を回復させず、Zinpyr-1 の蛍光強度の増加もみられなかった

（Table 4-7, Fig. 4-11, Table 4-8）。 
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Figure 4-11.	 Zinpyr-1を用いた Thr-312部位変異体の亜鉛輸送活性の評価  
	 各変異体の亜鉛輸送活性をフローサイトメトリーにより解析した。細胞株を通常培地（N）ま

たは 30 µM ZnSO4添加培地（Zn）で 48時間培養後、2.0×106個の細胞を 5 µMの亜鉛蛍光試薬

Zinpyr-1で遮光下 30分間処理し、フローサイトメーターにより蛍光を測定した。ZnT2-HA WT, 

T312S, T312C各発現株において亜鉛添加による Zinpyr-1の蛍光強度の増加を確認した。一方、

T312M, T312A, T312E, T312D各変異体発現株では、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株と同じく蛍光強度の増加

はみられなかった。実験は 3回行い、いずれも同様の結果を得た。 

 

	 Thr-312部位のアミノ酸を、アラニン、メチオニン、グルタミン酸、アスパラ

ギン酸に置き換えると、ZnT2は亜鉛輸送活性を失った。一方、セリンやシステ

インといった、側鎖に求核性をもつアミノ酸置換体では、ZnT2は亜鉛輸送活性

を示した。従って、ZnT2 タンパク質の亜鉛輸送において、Thr-312 部位のアミ

ノ酸側鎖は、球核性を必要とする可能性が考えられた。 
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Table 4-8.	 Thr-312部位変異体の亜鉛輸送活性  

細胞  発現 ZnT2-HA Zinpyr-1蛍光強度の比率  

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/- 

− 0.95±0.03 

WT 1.29±0.04 * 

T312M 0.99±0.04 

T312A 1.05±0.04 

T312S 1.23±0.01 * 

T312C 1.15±0.03 * 

T312E 1.02±0.05 

T312D 1.02±0.09 

	 Fig. 4-11の解析結果から、各細胞株の 30 µM ZnSO4亜鉛添加培地での Zinpyr-1蛍光強度の中

央値を、通常培地での Zinpyr-1蛍光強度の中央値で割り、蛍光強度の比率を求めた。ZnT2-HA WT, 

T312S, T312C各発現株における Zinpyr-1蛍光強度の増加は、T312M発現株に比べて有意であっ

たが、他の細胞株では有意な差はなかった。3回行った実験の、平均比率と標準偏差を示す。 

（n = 3, *P < 0.05） 

 

	 Glu-355部位は、ZnT2のオーソログである大腸菌 YiiPの結晶構造解析から、

C末端領域における亜鉛結合部位であると予想された[51]。YiiPの同部位のアミ

ノ酸は、グルタミン酸ではなくアスパラギン酸であった。そこで、ZnT2-HA 

E355Aと E355Dの各変異体を ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に発現させ（Fig. 4-12）、亜鉛

輸送活性を比較した（Table 4-9, Fig. 4-13, Table 4-10）。 

 

 
Figure 4-12.	 Glu-355部位変異体 ZnT2-HAのタンパク質発現量  
	 各変異体を発現させた ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の ZnT2-HAタンパク質量を、ZnT2抗体によりイム

ノブロットで確認した。コントロールとして β-Tubulinを用いた。 
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Table 4-9.	 Glu-355部位変異体発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の亜鉛耐性変化  

細胞  
発現  

ZnT2-HA 

ZnSO4 (µM) 

50 60 70 80 90 100 

 

 

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/- 

− +++ - - (> 60 µM) 
WT +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

E355Q +++ - - (> 60 µM) 

E355A +++ - - (> 60 µM) 
E355D +++ + -   - (> 70 µM) 

	 +++：コンフルエントまで増殖（100%）、++：増殖やや低下（+++に対し 50-20%）、+：増殖大

きく低下（+++に対し）、-：完全に死滅、- (> 60 µM)：60 µM以上で死滅、- (> 70 µM)：70 µM以

上で死滅を示す。表記濃度の ZnSO4存在下に細胞を同数ずつまき、72 時間培養後の細胞の生育

状態を比較した。ZnT2-HA E355D 発現株は ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に比べ、わずかに強い亜鉛耐性

を示したが、E355Qと E355Aの各発現株は、いずれも 60 µM ZnSO4で死滅した。 

 

	 ZnT2-HA E355D発現株は、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の高濃度亜鉛に対する耐性をわ

ずかに回復したが、フローサイトメトリー解析による Zinpyr-1 の蛍光強度の増

加はみられなかった。また E355A発現株では、低亜鉛母乳の母親から見出され

た E355Q変異体の発現株と同じく、亜鉛耐性の回復と Zinpyr-1の蛍光強度の増

加は、ともに確認されなかった（Table 4-9, Fig. 4-13, Table 4-10）。 

 

	 Glu-355 部位のアラニン、グルタミン、アスパラギン酸への置換で、ZnT2 の

亜鉛輸送活性は、いずれも大きく低下した。従って、ZnT2タンパク質の亜鉛輸

送活性の発揮には、Glu-355のグルタミン酸が重要であることが明らかになった。 
 

	 以上、Gly-280, Thr-312, Glu-355の解析から、ZnT2タンパク質の C末端領域は

亜鉛輸送に重要であり、各部位のアミノ酸が、亜鉛輸送機能の発揮に必要なこ

とが示された。 
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Figure 4-13.	  Zinpyr-1を用いた Glu-355部位変異体の亜鉛輸送活性の評価  

	 各変異体の亜鉛輸送活性をフローサイトメトリーにより解析した。細胞株を通常培地（N）ま

たは 30 µM ZnSO4添加培地（Zn）で 48時間培養後、2.0×106個の細胞を 5 µMの亜鉛蛍光試薬

Zinpyr-1で遮光下 30分間処理し、フローサイトメーターを用いて蛍光を測定した。ZnT2-HA WT

発現株では、亜鉛添加による Zinpyr-1の蛍光強度の増加を確認した。一方、ZnT2-HA 355Q, E355A, 

E355D各変異体の発現株では、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株と同じく、蛍光強度の増加はみられなかった。

実験は 3回行い、いずれも同様の結果を得た。 

 

Table 4-10.	 Glu-355部位変異体の亜鉛輸送活性  

細胞  発現 ZnT2-HA Zinpyr-1蛍光強度の比率  

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/- 

− 0.96±0.07 

WT 1.30±0.04 * 

E355Q 0.98±0.06 

E355A 0.98±0.02 

E355D 1.03±0.03 

	 Fig. 4-13の解析結果から、各細胞株の 30 µM ZnSO4亜鉛添加培地での Zinpyr-1蛍光強度の中

央値を、通常培地での Zinpyr-1蛍光強度の中央値で割り、蛍光強度の比率を求めた。ZnT2-HA WT

発現株における Zinpyr-1 蛍光強度の増加は、E355Q 発現株に比べて有意であったが、他の細胞

株では有意差はなかった。3回行った実験の、平均比率と標準偏差を示す。（n = 3, *P < 0.05）  
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第 5節	 SNPデータベースから見出した ZnT2ミスセンス変異体の解析 
 

5-1.	 SNPによるミスセンス変異体の亜鉛輸送活性の評価  

	 NCBI の SNP データベース（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/）には、ZnT2 に

ミスセンス変異を引き起こすSNPが 36種類登録されていた（2014年 3月時点）。

これらの変異すべてと、データベースには登録されていないが、中国で行われ

た多型解析[75]により見出された c.1031A>G（p.K344R）変異が、ZnT2の亜鉛輸

送活性に影響を及ぼすかどうかを解析した（Table 5-1）。解析した変異の発生率

はいずれも低く、Global Minor Allele Freaquency｛ 1000 Genomes Phase 3

（http://browser.1000genomes.org）に基づく、全世界 2504人の全ゲノム解析の結

果から計算された変異の発生率｝は、最も多い c.68T>C（p.L23P）で 0.0042 で

あった。これらの変異のうち、イントロンとのつなぎ目の近傍に位置するもの

は存在しなかったため、c.838G>A（p.G280R）のように、スプライシング効率に

影響する変異はないと考えられた。なおデータベースに登録されていた SNPの

うち、c.161A>G（p.H54R）と c.259G>A（p.G87R）の 2 種類は、低亜鉛母乳を

引き起こすミスセンス変異として既報[23,25]であり、解析済み（Table 3-1, Fig. 

3-7）であるため、ここでは結果を省略した。従って、本節で示す解析結果を示

す ZnT2ミスセンス変異体は計 35種類である。また、ミスセンス変異を引き起

こす SNPの登録数は、その後大幅に増加し、2016年 7月現在 133種類となって

いる。 

 

	 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に、ZnT2-HAミスセンス変異体をそれぞれ発現させ、高濃

度亜鉛に対する耐性を確認した（Fig. 5-1, Table 5-2）。 

	 その結果、発現株が 60 µM ZnSO4存在下で完全に死滅し、高濃度亜鉛に対す

る耐性を回復しない変異（Null）を 4 種類｛c.542C>T（p.T181M）、c.567C>A

（p.N189K）、c.698G>A（p.G233D）、c.1063G>A（p.E355K）｝見出した。その他、

22種類がWTと同等（Full）の耐性を示し、7種類の変異がWTとほぼ同等（Almost 

full）の耐性を示した。また、2種類｛c.692G>C（p.S231T）、c.895G>A（p.G299R）｝

の変異は 100 µM ZnSO4存在下で死滅し、ZnT2 WT発現株よりもわずかに弱い亜

鉛耐性（Slightly Reducued）を示したが、低亜鉛母乳を引き起こした ZnT2 H54R

のような、顕著な低下ではなかった（Table 5-2）。 
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Table 5-1.	 解析した SNPミスセンス変異の一覧  

dbSNP rs # コドン変異  アミノ酸変異  エキソン  
Global Minor Allele 

Freaquency a 

rs142587047 c.17A>G K6R 1 G=0.0008 

rs144738392 c.21G>C Q7H 1 N.A. 

rs377136186 c.41C>T P14L 1 N.A. 

rs35235055 c.68T>C L23P 2 C=0.0042 

rs112850383 c.70T>C W24R 2 N.A. 

rs77193883 c.80G>A G27E 2 A=0.0020 

rs199685973 c.90G>T W30C 2 N.A. 

rs587776926 b c.161A>G H54R 2 N.A. 

rs141752286 c.173G>A G58D 2 N.A. 

rs368255248 c.215G>A R72H 2 N.A. 

rs200712540	 c.229G>A A77T 2 A=0.0002 

rs185398527 b c.259G>A G87R 2 A=0.0002 

rs369142908 c.280C>G L94V 3 G=0.0004 

rs370485489 c.464C>T T155M 4 N.A. 

rs199594277 c.490G>A E164K 4 N.A. 

rs148861822 c.542C>T T181M 4 N.A. 

rs199807670 c.559G>T A187S 4	 N.A. 

rs200520278 c.567C>A N189K 4 A=0.0002 

rs112127101 c.596C>G S199C 5 N.A. 

rs201917367 c.599G>A G200D 5 A=0.0004 

rs377645638 c.613C>G H205D 5 N.A. 

rs373747848 c.649G>C V217L 5 N.A. 

rs369755786 c.692G>C S231T 5 N.A. 

rs144129605 c.694A>G M232V 5 N.A. 

rs200039883 c.696G>A M232I 5 A=0.0002 

rs201084300 c.698G>A G233D 5 A=0.0002 

rs372442248 c.769G>A V257I 6 N.A. 

rs369345160 c.868G>A V290I 7 N.A. 

rs149340896 c.872G>A R291H 7 A=0.0036 
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rs151175941 c.895G>A G299R 7 N.A. 

rs372456339 c.967G>A A323T 7 N.A. 

rs149723161 c.988G>A A330T 8 N.A. 

rs145406127 c.1018C>T R340C 8 T=0.0002	 

rs35623192 c.1019G>A R340H 8 A=0.0002 

N.A. c.1031A>G K344R 8 N.A. 

rs144832711 c.1048G>A V350M 8 A=0.0002 

rs377192955 c.1063G>A E355K 8 N.A. 

	 N.A.：Not Applicable（登録なし） 
a 1000 Genome phase 3（http://browser.1000genomes.org）に基づく。全世界の 2504人の全ゲノム解

析結果から計算された、変異の発生率。 
	 b H54Rと G87Rは、低亜鉛母乳を引き起こすミスセンス変異として解析済み。 

 

 
Figure 5-1.	 SNPによる ZnT2ミスセンス変異体の発現量  
	 ZnT2-HAの各ミスセンス変異体を ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株にそれぞれ発現させ、ZnT2抗体を用い

てイムノブロットで確認した。コントロールとして β-Tubulinを用いた。 
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Table 5-2.	 SNPによる ZnT2ミスセンス変異体の亜鉛輸送活性評価  

発現

ZnT2-HA 

ZnSO4 (µM) 
亜鉛輸送活性  

50 60 70 80 90 100 

− +++ -  - (> 60 µM) −	 

WT +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

K6R +++ +++ +++ +++ ++ + Almost full 

Q7H +++ +++ +++ +++ ++ + Almost full 

P14L +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

L23P +++ +++ +++ +++ ++ + Almost full 

W24R +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

G27E +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

W30C +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

G58D +++ +++ +++ +++ ++ + Almost full 

R72H +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

A77T +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

L94V +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

T155M +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

E164K +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

T181M +++ -  - (> 60 µM) Null	 

A187S +++ +++ +++ +++ ++ + Almost full 

N189K +++ -  - (> 60 µM) Null 

S199C +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

G200D +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

H205D +++ +++ +++ +++ ++ + Almost full 

V217L +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

S231T +++ +++ +++ ++ + - Slightly reduced 

M232V +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

M232I +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

G233D +++ -  - (> 60 µM) Null 

V257I +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

V290I +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

R291H +++ +++ +++ +++ ++ + Almost full 
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G299R +++ +++ +++ ++ + - Slightly reduced 

A323T +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

A330T +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

R340C +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

R340H +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

K344R +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

V350M +++ +++ +++ +++ +++ ++ Full 

E355K +++ -  - (> 60 µM) Null 

	 +++：コンフルエントまで増殖（100%）、++：増殖やや低下（+++に対し 50-20%）、+：増殖大

きく低下（+++に対し 20%以下）、-：完全に死滅、- (> 60 µM)：60 µM以上で死滅を示す。表記

濃度の ZnSO4存在下に細胞を同数ずつまき、72 時間培養後の細胞の生育状態を比較した。各発

現株の高濃度亜鉛に対する耐性変化から、ミスセンス変異体の亜鉛輸送活性を、Full（ZnT2 WT

と比べ変化なし）、Almost full（ZnT2 WTとほぼ同等）、Slightly reduced（100 µM ZnSO4存在下で

死滅、ZnT2 WTよりわずかに低下）、Null（耐性なし）の 4分類で示した。 

 

	 以上から、発現株において、ZnT2 WTと同等か、ほとんど差異のない亜鉛耐

性を示した 31種類の SNPによるミスセンス変異体は、低亜鉛母乳を引き起こす

可能性は低いと考えられた。 

 

	 一方、亜鉛耐性を全く回復させなかった 4種類の SNPミスセンス変異体（ZnT2 

T181M, N189K, G233D, E355K）は、低亜鉛母乳を引き起こす可能性が高いと考

えられたため、引き続き解析を行った。 
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5-2.	 ZnT2 T181M, N189K, G233D, E355Kは亜鉛輸送活性をもたない  

	 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株において、高濃度亜鉛に対する耐性を回復させなかった 4

つの SNP ミスセンス変異体について、Zinpyr-1 を用いたフローサイトメトリー

解析を行った。ZnT2-HA T181M, N189K, G233D, E355K発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株

は、いずれも 30 µM ZnSO4存在下で Zinpyr-1の蛍光強度の増加を示さなかった

（Fig. 5-2, Table 5-3）。従って、各変異体 ZnT2は細胞質から細胞小胞内への亜鉛

輸送活性をもたないと考えられた。 

 

 

Figure 5-2.	 ZnT2 T181M, N189K, G233D, E355Kの亜鉛輸送活性評価  
	 各変異体の亜鉛輸送活性を、Zinpyr-1を用いたフローサイトメトリーにより解析した。細胞株

を通常培地（N）または 30 µM ZnSO4添加培地（Zn）で 48時間培養後、2.0×106個の細胞を 5 µM

の亜鉛蛍光試薬 Zinpyr-1 で 30 分間処理し、フローサイトメーターを用いて蛍光を測定した。

ZnT2-HA WT発現株では、亜鉛添加による Zinpyr-1の蛍光強度の増加を確認した。一方、ZnT2-HA 

T181M, N189K, G233D, E355K発現株では、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株と同じく、蛍光強度の増加はみら

れなかった。実験は 3回行い、いずれも同様の結果を得た。 
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Table 5-3.	 ZnT2 T181M, N189K, G233D, E355Kは亜鉛輸送活性を示さない  

細胞  発現 ZnT2-HA Zinpyr-1蛍光強度の比率  

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/- 

− 0.93±0.04 

WT 1.24±0.01 * 

T181M 0.95±0.04 

N189K 0.95±0.02 

G233D 0.89±0.03 

E355K 0.90±0.08 

	 Fig. 5-2の解析結果から、各細胞株の 30 µM ZnSO4亜鉛添加培地での Zinpyr-1蛍光強度の中央

値を、通常培地での Zinpyr-1蛍光強度の中央値で割り、蛍光強度の比率を求めた。ZnT2-HA WT

発現株における Zinpyr-1蛍光強度の増加は、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に比べて有意であったが、他の

細胞株では有意な差はなかった。3回行った実験の、平均比率と標準偏差を示す。（n = 3, *P < 0.05） 

 

5-3.	 ZnT2 T181M, N189K, G233D, E355Kはタンパク質が不安定になる  

	 低亜鉛母乳を引き起こす ZnT2変異体は、すべてタンパク質安定性が低下して

いた（Fig. 3-4, Fig. 3-6, Fig. 3-7, Fig. 4-5）。そこで、亜鉛輸送活性をもたない 4つ

の SNPによるミスセンス変異体についても、シクロヘキシミド処理により、タ

ンパク質安定性を評価した。その結果、ZnT2 T181Mのタンパク質量は、処理後

4時間で、開始時点の約 10%、また ZnT2 G233Dのタンパク質量は、4時間で開

始時の約 25%と、顕著に減少し、ZnT2 N189Kと E355Kでは、処理後 8時間で

開始時の約 25%まで減少した（Fig. 5-3）。従って、各変異体 ZnT2のタンパク質

安定性は、ZnT2 WTに比べ低下することが示された。 

 

	 以上から、ZnT2 T181M, N189K, G233D, E355Kの各変異体は、亜鉛輸送活性

の消失と、タンパク質安定性の低下という、低亜鉛母乳の原因となる ZnT2変異

体において、共通して見られる特徴を有することが示された。従って、母親が

これらの変異をヘテロ接合体でもつと、低亜鉛母乳を引き起こす可能性が高い

と考えられた。  
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Figure 5-3.	 ZnT2 T181M, N189K, G233D, E355Kのタンパク質安定性評価  
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（前頁 Fig. 5-3の説明） 

	 ZnT2-HA WTおよび ZnT2 T181M, N189K, G233D, E355Q各変異体発現株を用い、シクロヘキ

シミド（CHX）処理開始後、各時点におけるタンパク発現量を ZnT2抗体によりイムノブロット

で確認した。コントロールとして β-Tubulin を用いた。各時点の ZnT2-HA のバンド強度を、

β-Tubulinのバンド強度で割り、CHX処理開始時の値（T0）を 100%として、比率を算出した。 

（n = 3, *P < 0.05, **P < 0.01） 

 

5-4.	 ZnT2 T181M, N189K, G233D, E355Kの二量体形成能の評価  

	 続いて、各変異体をさらに詳しく評価するため、二量体形成能とドミナント

ネガティブ作用について解析を行った。各変異体が ZnT2 WTと二量体を形成す

るかどうかを確認するため、ZnT2のWTと各変異体を ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株に二

重発現させた細胞株を樹立し、免疫沈降（IP）を行った。 

	 ZnT2 WTと ZnT2変異体の IPと同時に、コントロールとして ZnT2-HA WTと

ZnT2-FLAG WT の IP を行った（Fig. 5-4 lane 2, lane 6）。ZnT2-FLAG WT と

ZnT2-HA T181Mの間（Fig. 5-4 lane 3）、ZnT2-FLAG WTと ZnT2-HA N189Kの間

（Fig. 5-4 lane 4）、ZnT2-FLAG WTと ZnT2-HA G233Dの間（Fig. 5-4 lane 7）、

ZnT2-FLAG WTと ZnT2-HA E355Kの間（Fig. 5-5 lane 8）、いずれにおいても、

二量体形成を確認した。 

 

	 すなわち、これら４つのミスセンス変異体は、亜鉛輸送活性をもたないが、

ZnT2 WTとの二量体形成能を維持していることが明らかとなった。従って、ZnT2 

T181M, N189K, G233D, E355Kが、ZnT2 WTに対してドミナントネガティブ作用

を有する可能性が示唆されたため、続いて解析を行った。 
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Figure 5-4.	 ZnT2 T181M, N189K, G233D, E355Kの二量体形成能   
	 亜鉛輸送活性を示さない SNPによるミスセンス変異体は、いずれも ZnT2 WTと二量体を形成

した。WTおよび変異体の ZnT2-HAまたは ZnT2-FLAGを、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株にそれぞれ二重

発現させた。150 µgの膜タンパク質を用いて、HA抗体および FLAG抗体によって免疫沈降（IP）

を行い、各抗体を用いてイムノブロットで確認した。7.5 µgの膜タンパク質を用いて、各細胞株

の ZnT2の発現量をイムノブロットで確認し Inputに示した。コントロールには Calnexin（CNX）

を用いた。仕切り線は、画像が同じメンブレン上で同一のイムノブロットから得られたことを

示す。実験は 3回行い、代表例を示した。 
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5-5.	 ZnT2 T181M, N189K, G233D, E355Kのドミナントネガティブ作用評価  

	 亜鉛輸送活性を示さない ZnT2 T181M, N189K, G233D, E355K が、それぞれ

ZnT2 WTに対してドミナントネガティブ作用を有するかどうかを、二重発現株

を用いて解析した。既述の通り、ZnT2 G87Rは ZnT2 WTに対しドミナントネガ

ティブ作用をもち、両者の二重発現株（G87R-HA+WT-FLAG）は、90 µM ZnSO4

存在下で死滅した。一方、ZnT2 T181Mと ZnT2 WT（T181M-HA+WT-FLAG）、

ZnT2 N189K と ZnT2 WT（N189K-HA+WT-FLAG）の二重発現株は、どちらも

100 µM ZnSO4存在下まで生育可能となった。両株の亜鉛耐性は、ZnT2 WT同士

の二重発現株（WT-HA+WT-FLAG）に比べほとんど変化がなかった。また、ZnT2 

G233Dと ZnT2 WTの二重発現株（G233D-HA+WT-FLAG）と ZnT2 E355Kと ZnT2 

WT の二重発現株（E355K-HA+WT-FLAG）は、高濃度亜鉛に対して、WT 同士

の二重発現株（WT-FLAG+WT-HA）と変わらない耐性を示した。すなわちこれ

らの4株は、いずれもZnT2 G87RとZnT2 WTの二重発現株（G87R-HA+WT-FLAG）

よりも、高濃度亜鉛に対してより強い耐性を示すことが明らかになった（Fig. 5-5, 

Table 5-4）。 

	 ZnT2-HA N189Kと ZnT2-FLAG WTの二重発現株では、ほかの二重発現株に

比べてZnT2-HA N189Kの発現量が低く、ZnT2 N189Kが、ZnT2 G87Rの様にZnT2 

WTに対してドミナントネガティブ作用を示す可能性は否定できなかった。しか

しながら、その他の二重発現株については、ZnT2-HAの各変異体と ZnT2-FLAG 

WTの発現量は比較的揃っており、ZnT2 T181M, G233D, E355Kは、いずれもZnT2 

WT に対し、ZnT2 G87R のようなドミナントネガティブ作用を示さないと考え

られた。 

 

	 以上、SNPによって生じる 35種類の ZnT2ミスセンス変異体を解析し、その

うち 4種類の変異体（ZnT2 T181M, N189K, G233D, E355K）は、亜鉛輸送活性を

もたず、低亜鉛母乳を引き起こす可能性が高いことを明らかにした。 
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Figure 5-5.	 二重発現株の ZnT2タンパク質の発現量  
	 各細胞株の ZnT2 WTと ZnT2変異体の発現量を、FLAG抗体、HA抗体、ZnT2抗体

を用いてイムノブロットで確認した。コントロールとして β-Tubulinを用いた。 

 

Table 5-4.	 ZnT2を二重発現させた ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の亜鉛耐性変化  

細胞  発現 ZnT2 
ZnSO4 (µM) 

50 60 70 80 90 100 

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/- 

− +++ -   - (> 60 µM) 

WT-FLAG +WT-HA +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

WT-FLAG + G87R-HA +++ +++ ++ + - - 

WT-FLAG+T181M-HA +++ +++ +++ +++ ++ + 

WT-FLAG+N189K-HA +++ +++ +++ +++ ++ + 

WT-FLAG+G233D-HA +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

WT-FLAG+E355K-HA +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

	 +++：コンフルエントまで増殖（100%）、++：増殖やや低下（+++に対し 50-20%）、+：増殖大

きく低下（+++に対し 20%以下）、-：完全に死滅、- (> 60 µM)：60 µM以上で死滅を示す。表記

濃度の ZnSO4存在下に細胞を同数ずつまき、72時間培養後の細胞の生育状態を比較した。ZnT2 

WTと ZnT2 T181M, N189K, G233D, E355Kをそれぞれ二重発現させた株は、いずれも ZnT2 WT

同士の二重発現株とほとんど変わらない亜鉛耐性を示した。 
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考察	 

	 	 母親の ZnT2遺伝子変異が低亜鉛母乳を引き起こす  

	 本研究では、日本で見出された一過性乳児亜鉛欠乏症（TNZD）の症例児の母

親4人から、ZnT2遺伝子に合わせて5つのミスセンス変異を見出した。変異のう

ち2つは、複合へテロ接合体（エキソン4のc.454T>C, エキソン7のc.887T>C）で、

残る3つはヘテロ接合体（エキソン6のc.838G>A, エキソン7のc.935C>T, エキソ

ン8のc.1063G>C）であった。 

	 c.454T>Cと c.887T>Cの変異は、ZnT2タンパク質に、W152Rと S296Lのミス

センス変異を引き起こした。生化学的解析の結果、ZnT2 W152Rは亜鉛輸送活性

をもたない機能欠失変異であり、また二量体形成能を持たず、ドミナントネガ

ティブ作用を示さないと考えられた。一方、ZnT2 S296Lは、亜鉛輸送活性と二

量体形成能をいずれも保っていた。しかしながら、これは本実験系で用いた強

力な β-アクチンプロモーターの過剰発現の効果によるものと考えられたため、

タンパク質安定性の解析を行ったところ、ZnT2 WTに比べて著しい低下を示し

た。両変異はそれぞれ別のアリルから見出されたため、母親 ZnT2遺伝子の複合

へテロ変異が、乳児に出生直後に TNZD 発症を引き起こした、母乳中亜鉛量の

著しい減少の原因として示された。 

	 残る3つのヘテロ変異のうち、c.838G>A変異は、スプライシング効率の低下と、

ZnT2タンパク質のG280Rのミスセンス変異を引き起こした。また、c.935C>T変

異およびc.1063G>C変異は、それぞれT312MおよびE355Qのミスセンス変異を引

き起こした。生化学的解析により、これらの3つの変異はいずれも亜鉛輸送活性

を持たない機能欠失変異であり、二量体形成能を保っているが、ドミナントネ

ガティブ作用を示さないことが明らかになった。従って、これらの症例では母

親ZnT2遺伝子のヘテロ変異によるハプロ不全が、乳児にTNZDを引き起こした、

低亜鉛母乳の原因であると考えられた。 

 

	 	 ZnT2 G280R, T312M, E355Qはドミナントネガティブ作用を示さない  

	 既報のZnT2 G87Rは、低亜鉛母乳を分泌した母親からヘテロ接合体で見出され、

亜鉛輸送活性をもたず、ZnT2 WTと二量体を形成して、ZnT2 WTに対しドミナ

ントネガティブ作用を示すことが報告されていた[25]。 



 72 

	 本研究では、ZnT2 G87Rと、ヘテロ接合体で新たに見出されたZnT2 G280R, 

T312M, E355Qを、各変異体とZnT2 WTを二重発現させたZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株を用

いて比較した。ZnT2 WTとG87Rの二重発現株では、ZnT2 WT同士の二重発現株

よりも、高濃度亜鉛に対する耐性の低下がみられたが、ZnT2 WTとG280R、WT

とT312M、WTとE355Q、の各二重発現株では、過剰亜鉛に対する耐性はZnT2 WT

同士の二重発現株と比べ、ほとんど変化しなかった。従って、これら3つの変異

体は、ZnT2 G87Rのようなドミナントネガティブ作用を示さないことが明らかに

なった。 

	 上記の結果は、共同研究グループの、BiFC法を用いたZnT2の二量体形成と、

細胞小胞内の亜鉛を特異的に認識する蛍光試薬Zinquinを用いた亜鉛蓄積量の解

析によっても確認された[49,76]。ZnT2-YC G87RとZnT2-YN WTをMCF7細胞（ヒ

ト乳腺細胞）に同時に一過的に発現させた時、ZnT2 G87RとZnT2 WTが二量体を

形成し、YFP蛍光を確認できた細胞において、Zinquin蛍光強度の増加はみられ

ず、小胞内への亜鉛蓄積は観察できなかった。従って、G87RとWTのZnT2二量

体は亜鉛を輸送できず、ZnT2 G87RはZnT2 WTに対してドミナントネガティブ作

用をもつと考えられた[49]。一方、ZnT2 G280R-YCとZnT2 WT-YN、またはZnT2 

T312M-YCとZnT2 WT-YN、あるいはZnT2 E355Q-YCとZnT2 WT-YNの組み合わ

せで、一過的に二重発現させた細胞では、ZnT2各変異体とZnT2 WTが二量体を

形成し、YFP蛍光を確認した細胞において、いずれもZinquin蛍光強度の増加が

みられ、変異体とWTのZnT2二量体による、細胞小胞内への亜鉛蓄積が観察され

た。従って、G280R, T312M, E355Qの変異体とWTとからなるZnT2二量体は、亜

鉛を輸送でき、各変異体はいずれもZnT2 WTに対してドミナントネガティブ作

用をもたないと考えられた[76]。 

 

	 	 低亜鉛母乳を引き起こすZnT2遺伝子変異は多様である  

	 低亜鉛母乳の原因となるZnT2遺伝子の変異は、本研究で新たに見出されたも

のを合わせて計9種類となり、ZnT2遺伝子変異の多様性が示唆された（Table 6-1, 

Fig. 6-1）。また、母親からヘテロ変異で見出された、G280R, T312M, E355Qの各

変異は、ドミナントネガティブ作用ではなく、ハプロ不全によって低亜鉛母乳

を引き起こしたことが示された。これにより、母親のZnT2遺伝子の片方のアリ

ルが機能欠失変異を起こすと、乳腺上皮細胞において母乳中に亜鉛を輸送する

ZnT2タンパク質が不足し（ハプロ不全）、母乳中に分泌される亜鉛量が減少す
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ることが示唆された。本研究の実施中、他の研究グループから、低亜鉛母乳を

引き起こすZnT2遺伝子変異として、ヘテロ接合性フレームシフト変異

（p.F221LfsX4）とヘテロ接合性ナンセンス変異（p.K4X）が報告された（Table 6-1）

[27,77]。これらのナンセンス変異やフレームシフト変異の存在も、低亜鉛母乳

が、母親ZnT2遺伝子のハプロ不全によって起こることを支持する。 
 

Table 6-1.	 低亜鉛母乳を引き起こす母親 ZnT2遺伝子の変異  

	 TNZD症例児の母親から見出された ZnT2遺伝子変異を報告順に示す。このうち、No.3（症例

I）、No.7（II）、No.8（III）、No.9（IV）が、本研究で見出された。 

症例  

No. 

報告国  

（報告年）  
遺伝子変異  変異型  引用  

1. 
アメリカ 

（2006） 
c.161A>G, p.H54R 

ミスセンス変異 

ヘテロ接合体 
[23] 

2. 
イスラエル 

（2012） 
c.259G>A, p.G87R 

ミスセンス変異 

ヘテロ接合体 
[25] 

3. (I) 
日本 

（2013） 

c.454T>C, p.W152R 

c.887C>T, p.S296L 

ミスセンス変異 

複合ヘテロ接合体 
本研究 

4. 
スイス 

（2013） 
c.259G>A, p.G87R 

ミスセンス変異 

ヘテロ接合体 
[26] 

5. 
スペイン 

（2014） 
c.663delC, p.F221LfsX4 

フレームシフト変異 

ヘテロ接合体 
[27] 

6. 
日本 

（2015） 
c.10A>T, p.K4X 

ナンセンス変異 

ヘテロ接合体 
[77] 

7. (II) 
日本 

（2016） 
c.838G>A, p.G280R 

ミスセンス変異 

ヘテロ接合体 
本研究 

8. (III) 
日本 

（2016） 
c.935C>T, p.T312M 

ミスセンス変異 

ヘテロ接合体 
本研究 

9. (IV) 
日本 

（2016） 
c.1063G>C, p.E355Q 

ミスセンス変異 

ヘテロ接合体 
本研究 
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Figure. 6-1	 低亜鉛母乳を引き起こす母親 ZnT2遺伝子の変異  
	 ZnT2 遺伝子のエキソンに見出された各変異の位置を示す。本研究の症例 I から見出された、

複合へテロ接合体変異の c.454T>Cと c.887C>Tを除き、すべてヘテロ接合体で見出された。 

 

	 	 ZnT2遺伝子変異と TNZDの症状との関係  

	 本研究の症例Iにおいて、母親ZnT2遺伝子はミスセンス変異の複合ヘテロ接合

体（W152R・S296L）となっており、乳児は生後13日目から亜鉛欠乏症状を呈し、

母乳中亜鉛量は通常値に対し約90%減少していた（Table 1-1）。続いて解析した

症例II, III, IVでは、母親ZnT2遺伝子はドミナントネガティブではないミスセンス

変異（G280R, T312M, E355Q）のヘテロ接合体となっており、乳児亜鉛欠乏の発

症は生後1.5〜5ヶ月で、母乳中亜鉛量は通常より70％程度減少していた（Table 

1-1）。また、既報のドミナントネガティブのミスセンス変異（G87R）をヘテロ

接合体でもつ母親の症例では、乳児亜鉛欠乏の発症は生後2〜2.2ヶ月で、母乳中

亜鉛量は通常より75%以上減少していた[25]。 

	 複合へテロ変異であった症例Iにおいて、乳児のTNZDの発症が特に早く、母

乳中亜鉛量も著しく減少していたことから、ZnT2タンパク質が母乳中への亜鉛

輸送の主力を担っているのは明らかである。しかしながら、TNZDの発症時期は、

乳児が出生までに体内に蓄積した亜鉛量に依存し[78]、母乳中亜鉛濃度も個人差

が大きく、授乳開始後に大きく減少する（Fig. 0-1）[30]。従って現状では、ZnT2

遺伝子変異の特性と、母乳中亜鉛量やTNZDの発症時期との関係を明らかにする

のは困難であり、さらなる症例情報の蓄積と変異の詳細な解析が必要である。 
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	 	 ZnT2遺伝子の上流領域配列とZnT2 mRNAの転写制御  

	 現在までに、ZnT2遺伝子の上流領域の変異が、低亜鉛母乳を引き起こす例は

報告されていない。本研究では、ZnT2 遺伝子のプロモーター領域に MRE を 1

カ所確認し、また ZnT2遺伝子の上流領域の-3.3kbから-1.9kbの範囲に、活性化

した STAT5の結合が予想される STAT5-REを 4カ所確認した。先行研究におい

て、プロラクチン刺激によって活性化される JAK2/STAT5 経路により、Znt2 の

mRNA の発現制御が行われることを示した実験は、マウスのゲノム配列から、

Znt2 遺伝子上流の-0.8kb までの位置に、STAT5-RE を見出し解析していた[41]。

Genbank の配列情報から、マウスやラットの Znt2 遺伝子上流の領域と、ヒトの

ZnT2遺伝子上流の領域のアラインメントを試みたが、プロモーター領域のMRE

周辺の配列を除いて、相同性は認められなかった。従って、本研究で ZnT2遺伝

子上流に見出した、STAT5-RE と予想される配列に、実際に活性化した STAT5

が結合し、ZnT2 mRNAの発現を制御するかどうかは不明である。本研究で解析

した 4症例において、母親 ZnT2遺伝子上流のMREを含むプロモーター領域と、

4カ所の STAT5-REの可能性のある配列に変異は見出されなかった。また、中国

の研究グループにより実施された、母乳中亜鉛量と母親 ZnT2遺伝子変異との関

連を調べた多型解析において、ZnT2 遺伝子の上流、c.-697G>T（rs117153535）

の変異が、母乳中亜鉛量を平均値から 10%程度減少させることが報告されてい

た[75]。本研究でも、母親 ZnT2 遺伝子の上流領域を解析したが、同変異は見出

されなかった。以上から、本研究の 4症例において、ZnT2の mRNA転写段階で

異常が発生し、低亜鉛母乳を引き起こした可能性はないと考えられた。 

	 本研究により、低亜鉛母乳は母親ZnT2遺伝子のハプロ不全によって生じるこ

とが示唆された。従って今後、低亜鉛母乳を分泌する母親から、ZnT2遺伝子の

プロモーター領域などに位置し、ZnT2 mRNAの転写量を減少させる変異の発見

が予想される。 

 

	 	 ZnT2のミスセンス変異は亜鉛輸送機能にどのように影響するか  

	 母親から見出したミスセンス変異の解析と、データベースに登録されていた

SNP によるミスセンス変異の解析により、計 7 種類の ZnT2 変異体（W152R, 

T181M, N189K, G233D, G280R, E355Q, E355K）が亜鉛輸送活性を失うことがわ

かり、このうちW152R以外は、二量体を形成することが示された。各変異体の

タンパク質は、いずれも ZnT2 WT のタンパク質と比べ不安定になっていたが、



 76 

ZnT2 S296Lのタンパク質が、ZnT2 WTに比べて著しく不安定になりながらも、

ZnT2 WTと同等の亜鉛輸送活性を維持していたことから、タンパク質安定性の

低下が、亜鉛輸送活性の消失の直接の原因とは考え難い。 

	 そこで、見出したミスセンス変異が、ZnT2の亜鉛輸送機能にどのように影響

したのかを理解するため、ZnTのオーソログである大腸菌 YiiPの解析、酵母 Zrc1

やシロイヌナズナ AtMTP1の変異体解析、YiiPのタンパク質構造に基づく ZnT2

タンパク質のモデリングによる解析[49,76]との比較を行った。 

 

Figure. 6-2	 ZnT2タンパク質二量体におけるアミノ酸変異位置  
	 YiiPのタンパク質二量体の結晶構造を元に、本解析で見出した ZnT2の機能失活変異のアミノ

酸変異位置を示す。W152Rは TMD IIIに、T181Mと N189Kは TMD IVに、G233Dは TMD Vに、

G280R, T312M, E355Q, E355Kは細胞質の C末端領域にそれぞれ位置した（Fig. 1-3）。TMD IIと

TMD Vには、4アミノ酸（His-106, Asp-110, His-223, Asp-227）から成る亜鉛結合部位があり、

実際の二量体構造では、TMD IVは TMD Vに隣接している。 

 

	 TMD III の ZnT2 Trp-152の側鎖は、ZnT2の二量体形成時に、相手側の単量体

に相対する面の中心に位置すると予想される[49,51]。従って、ZnT2 W152Rが二

量体形成能を失うのは、疎水性のトリプトファンから親水性のアルギニンへの

変異により、二量体形成に支障をきたすためと考えられる。また、ZnT2 と

AtMTP1 をアラインメントした時、ZnT2 Trp-152 の 1 残基隣に位置する ZnT2 

Ile-151と相同位置のアミノ酸が変異した AtMTP1は、輸送活性を失う（AtMTP1 

I135F）[59]。同じく ZnT2 と Zrc1をアラインメントした時、ZnT2 Ile-151と相

同位置のアミノ酸が変異した Zrc1 L87Hも、輸送活性を失う[79]。さらに、ZnT2 
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Ile-151, AtMTP1 Ile-135, Zrc1 Leu-87と相同位置にある YiiP Ile-90は、亜鉛とプロ

トンの対向輸送を調節すると予想される、TMD Vにある疎水性ゲートとの相互

作用が報告されている[62]。これらを考え合わせると、ZnT2 W152R の変異は、

ZnT2の二量体形成を阻害するとともに、隣接するアミノ酸である ZnT2 Ile-151

の関与が予想される、亜鉛輸送の制御に必須の疎水性ゲートに影響し、亜鉛輸

送活性を失わせたと考えられる。 

	 ZnT2 Asn-189は、立体構造上、二量体の形成相手から最も離れた TMD IVに

位置するため、二量体形成には関係しないと考えられる。ZnT2と AtMTP1をア

ラインメントした時、ZnT2 Asn-189 と相同位置のアスパラギンが変異した

AtMTP1 N173A は、輸送活性を失う[60]。また、TMD IV の Asn-189 は、ZnT2

タンパク質の立体構造モデルにおいて、TMD Vの亜鉛結合部位である Asp-227

に隣接している。従って ZnT2 N189Kの変異は、TMD IIと TMD Vの亜鉛結合

に何らかの影響を与え、亜鉛輸送活性を失わせたと考えられる。 

	 TMD IVの ZnT2 Thr-181と TMD Vの ZnT2 Gly-233は、両方とも ZnT2タンパ

ク質の立体構造モデルにおいて、分泌小胞側のループの根元付近に位置すると

予想される。YiiPの結晶構造解析から、6つの TMDと TMD間のループは、亜

鉛輸送時に相互の位置関係を大きく変化させると予想されている[51,52,62]。従

って、T181Mと G233Dの変異は TMDの構造変化に影響を及ぼし、ZnT2の亜鉛

輸送活性を失わせたと考えられる。また、Gly-233は TMD IIと TMD Vの亜鉛

結合部位の直上に位置しており、ZnT2タンパク質から分泌小胞内への亜鉛の移

動に支障する可能性も考えられる。 

	 ZnT2 Gly-280 は、TMD VI と細胞質 C 末端領域を結ぶループに位置する。

Gly-280を様々なアミノ酸に置換した解析の結果、同部位のアミノ酸側鎖は、小

さく、非極性で、非疎水性、非電荷が必要なことが示された。また、ZnT2と ZnT10

をアラインメントした時、ZnT2 Gly-280の 1残基隣に位置するアミノ酸が変異

した、機能欠失と予想されるミスセンス変異（ZnT10 Q308T）が、高マンガン血

症患者から見出されている[80]。さらに、ZnT2とアミノ酸配列相同性の高いZnT3

においても、ヒトのてんかん患者から、アラインメントした際に 3 残基隣に位

置するアミノ酸が変異した、機能欠失となったミスセンス変異（ZnT3 R298C）

が報告されている[81]。従って、Gly-280が位置するループは、細胞質 C末端領

域と TMDの相互位置を調節し、ZnT2をはじめとする ZnTの亜鉛輸送活性に関

与していると予想される。 
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	 ZnT2 Thr-312は細胞質の C末端領域に位置し、タンパク質の立体構造モデル

において、細胞質側から TMD IIと TMD Vの亜鉛結合部位に向かって続く空隙

の、直下に位置すると予想される[76]。アミノ酸置換体の解析から、Thr-312 部

位のアミノ酸側鎖の求核性が、亜鉛輸送活性に関係していることが示された。

従って ZnT2 Thr-312は、細胞質から TMD IIと TMD Vの結合部位へと向かう、

亜鉛の捕捉と配位に関係すると予想される。 

	 ZnT2 Glu-355は、YiiPのタンパク質立体構造解析から、ZnTの細胞質 C末端

領域に広く保存されている亜鉛結合部位と考えられた[51]。Glu-355の YiiPの相

同位置（YiiP Asp-285）のアスパラギン酸への置換は、亜鉛の結合には影響しな

いと予想され、ZnT2 E355Dは亜鉛輸送活性を維持することが期待されたが、実

際には変異体の亜鉛輸送活性は著しく低下した。これにより、C 末端領域の亜

鉛結合部位が、ZnT2の亜鉛輸送活性に重要なことが明らかになり、加えてこの

部位の亜鉛結合の様式が、YiiPと ZnT2との間で異なる可能性が示唆された。 

	 今後、ミスセンス変異と ZnT2の亜鉛輸送機能との関係をさらに詳細に理解す

るために、細胞質 N末端領域や His-rich loopを含む、ZnT2のタンパク質立体構

造の解明が望まれる。 

 

	 	 ZnT2 Ser-296のタンパク質安定性低下について  

	 TNZD症例児の母親から見出した ZnT2ミスセンス変異体のうち、ZnT2 S296L

は亜鉛輸送活性を維持していた。ZnT2 Ser-296は、細胞質の C末端領域に位置

し、タンパク質立体構造モデルにおいて、その側鎖は二量体のタンパク質表面

を向くと予想された[49]。NetPhos（http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/）や

Phospho Motif Finder（http://www.hprd.org/PhosphoMotif_finder）といったタンパ

ク質のリン酸化部位予測サイトによって、Ser-296はリン酸化を受ける可能性が

示唆された。これにより、ZnT2 タンパク質は PTEN（Phosphatase and tensin 

homolog）タンパク質などと同様に、リン酸化によりタンパク質の安定性が制御

される可能性が考えられた[82]。そこで、Phos-tag SDS-PAGEを行い[83]、リン

酸化タンパク質と非リン酸化タンパク質の分離を目指したが、ZnT2 WT と

S296Lの間でバンドの変化は見出せず、ZnT2タンパク質のリン酸化の有無は解

析できなかった（データ省略）。従って、ZnT2 S296Lタンパク質の不安定化は、

親水性のセリンから疎水性のロイシンへのアミノ酸変化により、細胞質 C 末端

領域の構造変化によって生じたと考えられた。 
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	 また、他の研究グループから、HC11細胞（マウス乳腺上皮細胞）を用いた解

析で、ZnT2タンパク質は恒常的にリン酸化されているが、細胞外からの TNF-α

刺激に応答し、Ser-296部位に脱リン酸化が起こることを示唆する報告がなされ

たが、この報告でもリン酸化 ZnT2タンパク質そのものは検出されていない[84]。 

 

 
Figure 6-3.	 ZnT2 G299Rのタンパク質安定性は低下する  
	 ZnT2-HA WTおよび G299Rの各発現株を、シクロヘキシミド（CHX）で処理した。各時点に

おけるタンパク質量をイムノブロットで確認し、コントロールとして β-Tubulin を用いた。

ZnT2-HA のバンド強度を、コントロールの β-Tubulin のバンド強度で割り、CHX 処理開始時の

値（T0）を 100%として、各時点の比率を算出した。（n = 3, **P < 0.01） 

 

	 SNPデータベースに登録されていた、Ser-296の近傍に位置するアミノ酸が変

異したZnT2 G299Rは、亜鉛輸送活性がZnT2 WTよりもわずかに減少し、ZnT2 

S296Lと同等になり（Table 5-2）、タンパク質安定性も低下していた（Fig. 6-3）。

このことから、Ser-296やGly-299が位置する、細胞質C末端領域のα-Helix周辺の

構造は、ZnT2の亜鉛輸送活性にはあまり影響しないが、ZnT2のタンパク質安定

性の維持に大きく影響すると考えられる。 

 

	 	 ZnT2タンパク質の分解経路と翻訳後修飾について  

	 プロテアソーム阻害剤 MG132とリソソーム阻害剤バフィロマイシン A1のい

ずれも、ZnT2 S296Lタンパク質の分解を阻害した。従って、ZnT2はプロテアソ

ーム経路とリソソームを介したタンパク質分解経路の両方で分解されていると

考えられた。本実験系では、強力な β-アクチンプロモーターを用いて、ZnT2タ

ンパク質を過剰発現させているため、ZnT2の分解経路は生理的条件と異なる可
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能性がある。従って、生体において ZnT2 が両経路により分解されているのか、

それともどちらか一方の経路のみで分解されているのかは断定できない。 

	 MG132処理により ZnT2 S296Lの分解が抑制されたことから、ZnT2タンパク

質がユビキチン修飾を受けて分解される可能性が示唆された。そこで、MG132

処理を行った ZnT2発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の免疫沈降を行い、イムノブロット

によりユビキチン化された ZnT2タンパク質の検出を目指したが、有意なバンド

は確認できなかった（データ省略）。他の研究グループからは、HC11細胞に ZnT2

とユビキチンを一過的に共発現させると、細胞へのプロラクチン刺激により、

ZnT2の N末端領域に位置する 2つのリジン（Lys-4, Lys-6）がポリユビキチン化

され、ZnT2タンパク質が分解されるとの報告がなされている[85]。 

	 本研究では解析できていないが、乳腺上皮細胞の ZnT2タンパク質は、細胞外

からの刺激によって様々な翻訳後修飾（ユビキチン化やリン酸化など）を受け、

制御されている可能性がある。 

 

	 	 SNPによる ZnT2ミスセンス変異体の解析の意義   

	 本研究では、TNZD症例児の母親から、複数のZnT2遺伝子変異を同定するとと

もに、SNPデータベースに登録されていた多数のミスセンス変異の解析も行った。

その結果、ZnT2の亜鉛輸送活性を失わせ、低亜鉛母乳を引き起こす可能性の高

いSNPを 4種類（ rs148861822, p.T181M; rs200520278, p.N189K; rs201084300, 

p.G233D; rs377192955, p.E355K）見出した。 

	 また、解析したミスセンス変異のうち、3種類（rs 35235055, L23P; rs 35623192, 

p.R340C; 登録なし, p.K344R）は、亜鉛輸送活性に影響し、母乳中亜鉛量を低下

させる可能性がこれまでに示されていた[75,86]。しかし、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株を

用いた解析の結果、各変異体の亜鉛輸送活性は、ZnT2 WTと比較して顕著な差

異を示さず（Table. 5-2）、タンパク質安定性についても、ZnT2 L23Pにおいて低

下（処理8時間で開始時の約40%に減少）がみられたが（Fig. 6-4）、ZnT2 R340C

とK344Rでは変化はなかった（データ省略）。従ってこれらの3種類の変異が、低

亜鉛母乳を引き起こす可能性はほとんど無いと考えられた。 
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Figure 6-4.	 ZnT2 L23Pのタンパク質安定性  
	 ZnT2-HA WTおよび L23Pの各発現株を、シクロヘキシミド（CHX）で処理した。各時点にお

けるタンパク質量をイムノブロットで確認し、コントロールとして β-Tubulinを用いた。ZnT2-HA

のバンド強度を、コントロールの β-Tubulinのバンド強度で割り、CHX処理開始時の値（T0）を

100%として、各時点の比率を算出した。（n = 3, *P < 0.05） 

 

	 本解析では、ZnT2の亜鉛輸送活性を強める変異は見出せなかったが、アメリ

カにおいて54人の母親のZnT2遺伝子を解析し、母乳中亜鉛量との関連を調査し

た研究では、母乳中亜鉛量が平均より少ない、あるいは多い母親から、ZnT2の

亜鉛輸送活性を低下、あるいは増加させるミスセンス変異が複数見出された[87]。

従って、本解析において、ZnT2 WTに比べて亜鉛輸送活性がわずかに低下した

SNPミスセンス変異は、母乳中への亜鉛分泌を著しく低下させ、低亜鉛母乳の原

因となることは無いにしても、母乳中亜鉛量に多少の影響を与える可能性が考

えられる。 

	 低亜鉛母乳を引き起こす ZnT2遺伝子変異の多様性が明らかになり、今後もさ

らに多くの変異の報告が続くと予想される。本研究において、SNPによる 35種

類のミスセンス変異が、ZnT2 の亜鉛輸送活性に与える影響を解析した結果は、

今後同定されるミスセンス変異が低亜鉛母乳を引き起こすリスクを評価する上

で、有益な情報になる。 

 

	 	 乳腺上皮細胞におけるZnT2以外の亜鉛トランスポーターの機能  

	 本研究によって、ヒトのZnT2タンパク質が母乳中への亜鉛輸送を担うことは

確定的になったが、ZnT2の他に、ZnT5とZnT6が、母乳中への亜鉛分泌に関係す

るとの報告がある[88]。低亜鉛母乳によって乳児が亜鉛欠乏に陥った症例で、母
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親のZnT2遺伝子に変異は無く、母親のZnT5とZnT6のmRNAの発現量の低下が確

認された。このことから、ヘテロダイマーを形成する亜鉛トランスポーターZnT5

とZnT6が、ゴルジ体や小胞体への亜鉛輸送や分泌経路の恒常性維持機構を介し

て[45,89]、ZnT2とは異なる機序により、母乳中亜鉛量の維持に関わる可能性が

ある。また、マウスの乳腺上皮細胞において、ゴルジ体に亜鉛が多く含まれる

との報告や[42]、マウスやラットの乳腺上皮細胞における、母乳分泌時の亜鉛ト

ランスポーターの発現量の変化を追った報告もあるが[90,91]、細胞外からの亜

鉛の取り込み経路をはじめ、乳腺上皮細胞に発現する亜鉛トランスポーターが、

どのように協調して、母乳中への亜鉛分泌を行っているのかについては、今後

の研究課題である。 

 

	 	 母乳中への亜鉛分泌以外のZnT2の生理的機能   

	 現在までのところ、ZnT2遺伝子に変異をもつヒトの母親において、母乳中亜

鉛量の減少以外の表現型は確認されていない。しかしながら、ヒトのZnT2 mRNA

は、乳腺以外にも小腸、大腸、膵臓、腎臓、胎盤といった組織で高発現してい

る[92]。Znt2ノックアウトマウスの解析では、lethal milk（Znt4-null）マウスと同

様の、マウス母乳中の亜鉛濃度の低下が確認され、加えて、乳腺組織の分化、

成長、退縮にも、Znt2が関与することが報告された[93,94]。さらに乳腺以外にも、

小腸パネート細胞の分泌小胞内へ、マウスのZnt2が亜鉛輸送を行うことが示され

た[95]。従ってヒトのZnT2も、母乳中への亜鉛輸送以外にも、生理的機能を有し

ている可能性がある。 

 

	 	 TNZDの症例数と母乳栄養乳児の増加  

	 日本国内で、低亜鉛母乳を原因とする TNZDは、1981〜2006年に 17症例[34]、

2007〜2015年に 23症例が報告された（Table 0-1）。近年の TNZD報告数の増加

の一因として、母乳のみで乳児を育てる母親の増加が考えられる。乳児への母

乳哺育は、WHO（World Health Organization）により世界的に推進されており[96]、

日本国内でも、厚生労働省の乳幼児身体発育調査によれば、乳児を生後 5 ヶ月

まで、母乳栄養のみで育てる母親は、2000年では全体の 35.9%であったが、2010

年では全体の 55.8%と、明らかに増加している[97]。市販の乳児用の粉ミルク（人

工乳）には亜鉛が添加されているため、人工乳のみ、あるいは母乳と人工乳の

混合栄養を与えられた乳児は、母親が低亜鉛母乳を分泌していたとしても、亜
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鉛欠乏症には陥らないと考えられる。従って、母乳栄養のみで育てられる乳児

が今後さらに増加すると、低亜鉛母乳によって TNZD に陥る乳児もまた、増加

することが予想される。 

 

	 	 総括  

	 本研究では、TNZDに陥った4人の症例児の母親から、ZnT2遺伝子に5種類の変

異を見出し、DT40細胞遺伝子欠損株を用いた実験系により、生化学的解析を行

った。その結果、母乳中亜鉛量減少の原因が各変異にあることを示すとともに、

低亜鉛母乳が母親ZnT2遺伝子のハプロ不全によって起こることを示唆した。さ

らに、SNPデータベースに登録されていた35種類のミスセンス変異を解析した結

果、4種類の機能失活変異を見出し、低亜鉛母乳を引き起こす可能性が高いこと

を示した。本研究の結果から、ZnT2遺伝子変異は多数存在し、低亜鉛母乳によ

って乳児がTNZDに陥る可能性は、これまでの予想よりも大きいことが示唆され

た。今後、疾患の認知度の向上と、症例とZnT2遺伝子変異の情報の蓄積が進み、

TNZDの予防と乳児の健全な成長に繋がることを期待したい。 
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材料と方法	 

	 	 ZnT2と ZnT4の遺伝子解析  

	 本研究は、京都大学医学部医の倫理委員会から承認（承認番号 G352号および

G573号）を得て行った。母親の血液から NucleoSpin Blood（Macherey-Nagel）ま

たは QIAamp DNA Blood Midi Kit（Qiagen）を用いてゲノム DNAを回収した。

ZnT2 遺伝子と ZnT4 遺伝子のスプライシングサイトを含む全エキソンのコーデ

ィング領域と、ZnT2 遺伝子の上流領域、STAT5 結合配列の領域を KOD Plus

（TOYOBO）または KOD FX（TOYOBO）を用いて PCRし、得られた断片をシ

ーケンスした。用いたプライマーの一覧を Table S1, S2, S3に示した。症例 Iの

エキソン 4 とエキソン 7 に見られた 2 つのミスセンス変異が、どの接合子に位

置するのかを明らかにするため、TOPO TA Vector pCR II（Invitrogen）にエキソ

ン 4からエキソン 7までを含んだ領域をサブクローニングし、シーケンスした。 

 

	 	 細胞培養とトランスフェクション  

	 DT40細胞は、RPMI 1640 Medium（Nacalai Tesque）、10% Foetal Bovine Serum

（BioTrace、 56℃ 30分で非働化）、 1% Chicken serum（Gibco）、 0.1% 

2-Mercaptoethanol、100 units/mL Penicillin・100 µg/mL Streptmycin（Nacali Tesque）

で調製した培地を用いて、39.5℃、5% CO2の条件下で培養継代維持した。 

	 DT40細胞へのプラスミド導入には、エレクトロポレーション法を用いた。

2.0×107個の細胞と25~30 µgの直鎖状にしたプラスミドDNAを、幅0.4 mmのキュ

ベット（Greiner）内で500 µLのPBSに懸濁し、氷上で10分間静置したのち、Gene 

Pulser （Bio-Rad）で550 V 25 µFまたは600 V 25 µFの条件でエレクトロポレーシ

ョンを行った。再び氷上で10分間静置し、培地中で16〜20時間培養した後、各

薬剤を適切な濃度｛Blastcidin S（Invitorogen）：25 µg/mL、Histidinol（Sigma）：1 

mg/mL、Puromycin（Sigma）：0.5 µg/mL、Geneticin（Invitorogen）：2 mg/mL｝

で加えた80 mLの培地に懸濁し、96 well plateに1 wellあたり200 µLずつ分注した。

およそ10日後、薬剤耐性を獲得し生育してきたクローンのコロニーを24 well 

plateに移し、さらに2日間培養した後、目的のタンパク質安定発現株、あるいは

遺伝子欠損株であることを確認し、実験に用いた。 
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	 HeLa細胞は、DMEM（Wako）に非働化10 % Foetal Bovine Serum、100 units/mL 

Penicillin・100 µg/mL Streptmycin（Nacali Tesque）を添加した培地を用いて、37.0℃、

5% CO2の条件下で培養継代維持した。 

	 HeLa細胞へのプラスミド導入は、Lipofectamine 2000（Thrmo Fisher Scientific）

による、リポフェクション法を用いた。6 well plateにまいた対数増殖期のHeLa

細胞に、Lipofectamine 2000 4 µLとDNA 4 µg を混和したOpti-MEM（Thrmo Fisher 

Scientific）200 µLを添加し、24時間培養後、回収してイムノブロットあるいは

RT（reverse-transcription）-PCRに用いた。 

 

	 	 プラスミド作成  

	 DT40 細胞の遺伝子欠損に用いたプラスミドは、Blastcidin あるいは Histidinol

耐性遺伝子の両端に loxPサイトを付けた薬剤カセットの前後に、ニワトリZnT1、

MT-1,2、ZnT4遺伝子のエキソンを欠損させるようにアームを付けて作成した。 

	 過剰発現に用いたプラスミドは、N末端にFLAGタグを融合したヒトZnT1

（FLAG-ZnT1）、マウスMt-1（Mt-1）、C末端にHAタグを融合したヒトZnT4

（ZnT4-HA）、タグを融合していないヒトZnT2（ZnT2）、およびC末端にHAタ

グまたはFLAGタグを融合したZnT2（ZnT2-HA、ZnT2-FLAG）のcDNAをpA-puro

またはpA-Neoベクターに組み込んで作成した。タグの付加およびZnT2の変異の

導入には、KOP Plusによる2-step PCRを用いた。ZnT2の変異体発現プラスミドの

作成に用いたプライマーの一覧をTable S4, S5に示した。いずれのプラスミドも、

シーケンスにより全長の配列が正しいことを確認した。プラスミド作成時の形

質転換には、大腸菌DH5α株（TOYOBO）を用いた。プラスミドは指定の制限酵

素により直鎖状にし、DT40細胞へ導入した。 

	 ルシフェラーゼアッセイ（後述）には、プロモーター領域に5つのMREをもつ、

マウスMt-1プロモータールシフェラーゼ発現プラスミド（摂南大学 木村朋紀 

博士から分与頂いた）とウミシイタケルシフェラーゼ発現プラスミドを用いた。 

	 ZnT2遺伝子のイントロン6配列を含むWT（c.838G）またはmut（c.838A）の

ZnT2-HA発現プラスミドの作成には、Table S6に示したプライマーを用いた。一

過的な発現に用いたプラスミドは制限酵素処理をせず、DT40細胞あるいはHeLa

細胞に導入した。 
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	 	 亜鉛耐性実験  

	 DT40細胞株の過剰亜鉛に対する耐性実験は、以下のように行った。ZnSO4添

加培地に、細胞を 1.0×104個/mL ずつまいて 72 時間培養後、十分懸濁した培養

液から 10 µL取り、トリパンブルー染色により、生細胞数を計数した。遺伝子欠

損株の亜鉛耐性実験では、72時間後の 40 µM ZnSO4添加培地における各株の生

細胞数を 100%とし、各濃度における生細胞数をプロットして耐性グラフを作成

した。各遺伝子を発現させた ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株の亜鉛耐性実験では、72 時間

培養後に、コンフルエント：+++（100%）、増殖やや低下：++（+++に対し 50-20%）、

増殖大きく低下：+（+++に対し 20%以下）、完全に死滅：-とし、一覧表にした。 

 

	 	 タンパク質安定性実験  

	 ZnT2タンパク質安定性の評価には、以下の方法を用いた。培地中にタンパク

質合成阻害剤シクロヘキシミド（Sigma）を終濃度 50 µg/mL で加えた。プロテ

アソーム阻害薬MG132（タンパク質研究所）は終濃度 30 µM、リソソーム阻害

剤バフィロマイシン A1（Sigma）は終濃度 30 nM、またコントロールには等量

の DMSO（Wako）を、それぞれシクロヘキシミドを加える 2時間前に培地中に

加えた。シクロヘキシミド投入後、表記の時間（0, 1, 2, 4, 8 hr）で細胞株を回収

し、イムノブロットに用いた。 

 

	 	 サザンブロット  

	 DT40細胞からゲノム DNAを抽出し、10 µgを指定の制限酵素で一晩処理し、

0.7%アガロースゲルを用い 80 Vで電気泳動した。泳動後、ゲルを 0.25 M HCl

で 15分間、次に 0.4 M NaOHで 15分間処理した。DNAの泳動を FAS-II（TOYOBO）

で撮影して確認し、トランスファータワーを作り、Byodyne B 0.45 µmメンブレ

ン（PALL）に 20×SSC（3 M NaCl, 0.3 M Sodium citrate）で一晩転写した。転写

後、メンブレンを 2×SSCで洗浄し、30分間、80℃で熱処理し、Hybrisol I（Invitrogen）

中で 5 時間、42℃でプレハイブリダイゼーションした。これに、PCR で取得し

たゲノム DNA断片を鋳型とし、Random Primer Kit（Amersham）を用いて [α-32P] 

dCTP で標識したプローブを加え、一晩、42℃でハイブリダイゼーションした。

次にメンブレンを、Wash solution 1（2×SSC, 0.05% SDS）により 15分間、42℃

で 2回、Wash solution 2（0.1×SSC, 0.1% SDS）により 15分間、50℃で 2回洗浄

した後、Imaging plate（Fujifilm）に露光し、BAS2000（Fujifilm）で撮影した。 
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	 	 ノザンブロット  

	 DT40細胞の全 RNAを、 Sepasol 1（Nacalai Tesque）を用いて回収した。10 µg

分の RNA を 1×MOPS バッファー（Nacalai Tesque）、6.5%ホルムアルデヒド

（Nacalai Tesque）、50%ホルムアミド（Nacalai Tesque）に溶解し、15分間、56 ℃

で熱処理した。このサンプルを、1×MOPSバッファーで作成した 1%アガロース

ゲルを用い 80 Vで電気泳動した。泳動後、ゲルを 10 mMリン酸バッファーで 5

分間平衡化し、これに適量のエチジウムブロマイド（Nacalai Tesque）を加えて

2分間処理した後、純水で 2~5回洗浄した。FAS-IIで撮影して RNAの分解がな

いことを確認し、トランスファータワーを作り、Byodyne B 0.45 µmメンブレン

に 20×SSC で一晩転写した。以降の処理、RI 標識、検出の方法は、サザンブロ

ットと同様である。プローブの鋳型には、RT-PCR により取得した mRNA 断片

の cDNAを用いた。 

 

	 	 膜タンパク質回収  

	 細胞を PBS で洗浄し、細胞のペレットを 0.25 M HES バッファー（0.25 M 

sucrose, 20 mM HEPES, 1 mM EDTA）に溶かし、ホモジナイザーで 40回処理し

均質化した。これをスイングローターで 2,300×g、5 分間、4℃で遠心し、上清

のみを新しいチューブに移し、スイングローターで 20,400×g、30 分間、4℃で

遠心した。上清を捨て、PBSで洗浄し再びスイングローターで 20,400×g、10分

間、4℃で遠心した。上清を捨て、膜タンパク質のペレットを得た。 

 

	 	 免疫沈降  

	 膜タンパク質のペレットを、NP40バッファー（100 mM NaCl, 50 mM HEPES, 

1% NP40, 0.5% Deoxycholate, 0.1% SDS）に溶解し、2時間、4℃で混和した後、

13,000×g で 5 分間、4℃で遠心し、不溶成分をのぞいた上清のみを細胞抽出液

として用いた。DC Protein assay Kit（Bio-Rad）により濃度決定し、150〜200 µg

を免疫沈降に用いた。マウスモノクローナル抗 FLAG M2抗体（1:200; Sigma）

またはマウスモノクローナル抗 HA抗体 HA-11（1:200; Covance）を加え、1時

間、4℃で混和させた後、10 µlの Protein G-Sepharose beads（GE Healthcare）を添

加しさらに 2 時間、4℃で混和させた。20,400×g、5 分間、4℃で遠心して上清

を完全に除いた後、ビーズを NP40バッファー（SDS非含有）で 5回洗浄した。

ビーズに 2.5 µLの 5×Ling’s バッファー（150 mM sucrose, 50 mM Tris-HCl, 20 mM 
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dithiothreitol, 5 mM EDTA, 10 % SDS）と 12.5 µLの 2×Ureaバッファー（8 M urea, 

30 mM sucrose, 10 mM Tris-HCl, 4 mM dithiothreitol, 2% SDS）を加えて 30分間、

37℃で静置した後、20,400×g、5 分間、20℃で遠心し、上清のみをイムノブロ

ットに用いた。 

 

	 	 イムノブロット  

	 回収した細胞を PBSで洗浄し、可溶化液（10 mM Tris-HCl, 0.5 mM MgCl2, 0.1% 

SDS）に溶解し、超音波ホモジナイザーで処理した。プロテインアッセイ CBB

溶液（Nacalai Tesque）によりタンパク質濃度を決定し、10〜20 µgのタンパク質

を含む溶解液に 6×サンプルバッファー（250 mM Tris-HCl, 10% SDS, 5% glycerol, 

0.5 M DTT, 0.02% Bromophenol blue）を加え、30分間、37℃で静置した後、サン

プルを 8%アクリルアミドゲル、10〜20mAで SDS-PAGEした。分子量スタンダ

ードにはプレシジョン Plus プロテイン 2 色スタンダード（Bio-Rad）を用いた。

トランスファーバッファー（Tris 50 mM, glycine 40 mM, 0.04% SDS, 20% EtOH）

で 10分間平衡化後、トランスブロット Turboシステム（Bio-Rad）を用い、15 V、

30分間の条件で、PVDF 0.45 µmメンブレン（Millipore）に転写した。メンブレ

ンは転写前に EtOHで 5分間の親水化とトランスファーバッファーで 10分間の

平衡化をした。転写後、メンブレンをブロッキング液（5%スキムミルク PBS）

で 1 時間ブロッキングし、1 次抗体｛マウスモノクローナル抗 HA 抗体 HA-11

（1:4000; Covance）、マウスモノクローナル抗 FLAG M2抗体（1:4000; Sigma）、

ウサギポリクローナル抗 HA 抗体（1:4000; MBL）、ウサギポリクローナル抗

FLAG抗体（抗 DDDDK; 1:4000; MBL）、マウスモノクローナル抗チューブリン

抗体（1:10000; Sigma）、ウサギポリクローナル抗カルネキシン抗体（1:4000; 

Stressgen）、マウスモノクローナル抗 ZnT2抗体（1:4000）、あるいはマウスモノ

クローナル抗メタロチオネイン抗体（1:500; Dako）｝をそれぞれブロッキング液

に加え、室温で 1時間、あるいは 4℃で一晩反応させた。T-PBS（0.1% Tween-20 

PBS）で 10 分間 3 回洗浄し、2 次抗体｛HRP 標識抗マウス抗体（1:4000; GE 

Healthcare）または HRP標識抗ウサギ抗体（1:4000; GE Healthcare）｝をブロッキ

ング液に加えて 1 時間、室温で反応させ、再び T-PBS で 10 分間 3 回洗浄し、

Immoblin Western（Millipore）または Chemi-Lumi One L（Nacalai Tesque）で発光

させ、LAS1000 Plus image analyzer（Fujifilm）で画像を得た。バンド強度の定量

化には、Image Gauge（Fujifilm）または ImageQuant（GE Healthcare）を用いた。 
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	 	 メタロチオネインのイムノブロット  

	 30 µgのタンパク質を含む溶解液に 6×SDSサンプルバッファーを加え、5分間、

95℃で静置した。これに 1 Mヨードアセトアミド（Sigma）を 10分の 1量加え、

遮光し 30分間、室温で静置後、加えたヨードアセトアミドと等量の 1 M Tris-HCl

（pH 8.8）を加え、3分間、室温で静置した。サンプルを 12%アクリルアミドゲ

ル、20 mAで SDS-PAGEした。メンブレンに転写後、メンブレンを 2.5%グルタ

ルアルデヒド（Nacalai Tesque）で 30分間処理した。純水で 5分間 3回、T-PBS

で 5 分間 1 回洗浄し、ブロッキング液でブロッキングした。以降の処理は上記

のイムノブロットと同様である。 

 

	 	 ルシフェラーゼアッセイ  

	 Dual-Luciferase Reporter assay system（Promega）を用いた。5.0×106個の DT40

細胞株を、K-PBS（5 mM MgCl2 PBS）で 2回洗浄し、ホタルルシフェラーゼの

上流にマウスの Mt-1プロモーターを組み込んだプラスミド（レポーター）20 µg

と ウミシイタケルシフェラーゼ発現プラスミド（コントロール）4 µgとともに

K-PBS 500 µLに懸濁し、600 V 25 µFの条件でエレクトロポレーションした。通

常培地で 4時間培養したのち、0 µM、25 µM、50 µM ZnSO4添加培地で 24時間

培養した。各培地から細胞を回収して PBSで洗浄し、1×Passive Lysis Buffer 25 µL

に溶解させ、20,400×g、5分間、20℃で遠心した。溶解液 20 µLを Luciferase Assay 

Solution 100 µLに加えてよく懸濁し、ルミノメーターLB9501（Berthold）を用い

て、ホタルルシフェラーゼの蛍光を測定した。次に、STOP＆Glo Solution 100 µL

を加え、よく懸濁してウミシイタケルシフェラーゼの蛍光を、同じく LB9501に

より測定した。いずれも 3 連で測定し、細胞質亜鉛濃度に応答するホタルルシ

フェラーゼ蛍光の値を、コントロールであるウミシイタケルシフェラーゼ蛍光

の値で割り、トランスフェクション効率を正規化した。マウスの Mt-1プロモー

ター領域にはMRE（Metal Response Element）が 5つあり、細胞質の亜鉛濃度の

上昇に応答して核内に移行する転写因子MTF-1（Metal response element-binding 

Transcription Factor-1）の結合により、活性化される。従ってこのアッセイにお

いて、ホタルルシフェラーゼ活性の値は、細胞質の亜鉛濃度の指標となる。 
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	 	 スプライシング効率解析のための RT（reverse-transcription）-PCR 

	 上記のルシフェラーゼアッセイの条件で、イントロン6を含むZnT2-HA発現プ

ラスミド 20 µgとウミシイタケルシフェラーゼ発現プラスミド 4 µgを、DT40細

胞ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-株にエレクトロポレーションした。24時間培養後、細胞の全

RNAを、Sepasol 1により回収した。回収した全RNA 1 µg分を用いて、ReverTra Ace

（TOYOBO）で逆転写を行い、KOD PlusによりTable 4-1に示したプライマーを

用いてPCRした。3%アガロースゲルで分離した、PCR産物のバンド濃度の定量

化にはImageQuant（GE Healthcare）を用いた。トランスフェクション効率の正規

化には、ウミシイタケルシフェラーゼ活性を測定して用いた。 

	 イントロン6を含むZnT2-HA発現プラスミド 3 µgとFLAG-マウスZnT5発現プ

ラスミド 1 µgをリポフェクションしたHeLa細胞からも、同様に全RNAの回収、

逆転写、PCR、産物の3%アガロースゲルを用いた分離を行った。 

	  

	 	 Zinpyr-1を用いたフローサイトメトリー解析  

	 通常培地または30 µM ZnSO4添加培地に、1.0×105個/mLのDT40細胞株をまき、

48時間培養後、2.0×106個を回収してPBSで洗浄し、5 µM Zinpyr-1（Santa Cruz 

Biotechnology）を溶解したPBSで、30分間、遮光、室温で静置した。PBSで1回

洗浄したのち、20 mM EDTAを添加したPBSで5分間静置して細胞外の亜鉛を除

去後、200 µLの1% BSA PBSで懸濁し、35 µmフィルターを通した後、BD Accuri 

C6 フローサイトメーター（BD Biosciences）でZinpyr-1蛍光強度を測定した。

Cytobank（http://www.cytobank.org/）を用いて、通常培地における細胞株のZinpyr-1

蛍光強度の中央値と、亜鉛添加培地における中央値を算出し、30 µM ZnSO4亜鉛

添加によるZinpyr-1の蛍光強度の変化を確認した。Zinpyr-1は、細胞小胞内の亜

鉛イオンを特異的に認識する亜鉛蛍光試薬であるため、その蛍光強度の増加は、

細胞小胞内の亜鉛量の増加を示す。 

 

	 	 統計処理  

	 定量化したデータは平均値を示し、エラーバーで標準偏差値を表記した。t検

定により、P < 0.01あるいは P < 0.05を、統計的に有意差ありとした。 
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Table S1.	 ZnT2遺伝子の PCRとシーケンスに用いたプライマー  

Exon Primer 塩基配列  (5’ - 3’) Exon Primer 塩基配列  (5’ - 3’) 

1, 2 ZnT2-ex1-Fw GAGACACGGGAGCGCTTGGCACGCGGAGCC 1 ZnT2-ex1-Rv CTGGGCTGCGCCCCAAGGGAGAGACGGTCC 

2 ZnT2-ex2-Rv CCATGTGAGAACACAGGTTGTTGTTAGACC 3, 4 ZnT2-ex3-Fw GCCTGTGGTCTCCCTGCTGCACACACAGTC 

4 ZnT2-ex4-Fw GTGGGAGGTGGGTGGGGAGGATCCTGAAGG 3, 4 ZnT2-ex4-Rv GCAGACATAGGTGTGGGTGTGAGAGGCGGG 

5, 6 ZnT2-ex5-Fw GGGGCTTGAGATTTTTGCCCTACAAGTTGG 5, 6 ZnT2-ex6-Rv CTGGCTCCCCGCCCATGTGCTAGGATGCCC 

7, 8 ZnT2-ex7-Fw GACACCTGAGGATCAGGAGCCAGCCCTGCA 7 ZnT2-ex7-Rv ACCTGGACCCGTTGGGGATGGCACTAGGCC 

8 ZnT2-ex8-Fw-II GAATCTGGGGGCTTCTCCATGTTCATGGTC 8 ZnT2-ex8-Rv-III GACCTGGTTTACAACACAGCTGGGGTAGGC 

8 ZnT2-ex8-Rv GTGCCTATTGCTATAGGCAGATGGAGGGGC 8 ZnT2-ex8-Fw GGGCCAACTCTGTTGCCTACCTGGCCTGAC 

8 ZnT2-ex8-Rv-II ACTTGGCCAACTGGCTCTTGTTCTCAACCC    

 

Table S2.	 ZnT4遺伝子の PCRとシーケンスに用いたプライマー  

Exon Primer 塩基配列  (5’ - 3’) Exon Primer 塩基配列  (5’ - 3’) 

1, 2 ZnT4-ex1-Fw GCAGGGCGGGGAGAGGCGGTGGCTGTGGGC 1 ZnT4-ex1-Rv GCCGCTGGCGGCGGGTCGCAGGGCCGACCC 

2 ZnT4-ex2-Rv CGGTAGATGACAGTGGTTGAACAACTAGAA 3 ZnT4-ex3-Fw GGCAGAGGTTGCAGTGAGCTGAGATTGCAC 

3 ZnT4-ex3-Rv TTCTGATGATATCTTCAGGACATAGGGAGC 4, 5 ZnT4-ex4-Fw GTTGGTATGAAGTGTAGTAACCATGCTGAA 

4, 5 ZnT4-ex5-Rv CTGATATGACAATCAGCCTTAGTTTTCATG 6, 7 ZnT4-ex6-Fw GGGACATATTCCTTGCTTTGCTTTGCAGTC 

6, 7 ZnT4-ex7-Rv GCCTTTTGTTTAAGGCTGTTAACAAAAGCC 8 ZnT4-ex8-Fw CCCAGTATATTTCAGTTGTTTTTTTCCCTG 

8 ZnT4-ex8-Fw-II CTCGACACCCAGCTTCTGGAATTGCTGCTT 8 ZnT4-ex8-Fw-III CCCACCTTTCACATATAGTTCAACAACATT 

8 ZnT4-ex8-Rv-II CTCGAGGGATACTTCCACCTTTGCCTCCCC 8 ZnT4-ex8-Fw-IV CTGCAGCCTGAGTAACAAAATGAGACCCTA 

8 ZnT4-ex8-Rv TTTTTTAAGGAACAGGTCGATACAAAAGCG    

 

Table S3.	 ZnT2遺伝子上流領域の PCRとシーケンスに用いたプライマー  

Primer 認識領域  塩基配列  (5’ - 3’) Primer 認識領域  塩基配列  (5’ - 3’) 

MRE-Fw -1425 ~ -1396 AGCAGAGAGGCACTCAGTGAGGACCCAAGC MRE-Rv -32 ~ - 61 AGCCGCCCCGCCGAGTGCGCCCTGAAAGTT 

Prom1-Fw -3347 ~ -3318 CCCTCACAACCTCTGCCCATTTTCACTTCT Prom1-Rv - 2360 ~ -2389 GAGATCATGCCATTGCACTCCAGCGTGGGC 

Prom2-Fw -2497 ~ -2468 TCCATGGGCTGCTACATCAGAATTGCCAGG Prom2-Rv -1269 ~ 1298 CACAGAGCCAAGAGTCAGAGGTGCAGGCCT 

Prom4-Fw -2765 ~ 2736 CAGCCCCGTATCTTGTCACTTATGGAAGAG Prom4-Rv -1835 ~ 1864 GGATTACAGGTGCCCACGACCATGCCAAGC 
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Table S4.	 第 2節 , 第 3節 , 第 4節の ZnT2変異体の作成に用いたプライマー  

Primer 塩基配列  (5’ - 3’) Primer 塩基配列  (5’ - 3’) 

 ZnT2 H106A Fw TGACGCAGCAgcCCTGCTCA ZnT2 H106A Rv TGAGCAGGgcTGCTGCGTCA 

 ZnT2 D227A Fw TGATCGGCGcCTTTATGCAG ZnT2 D227A Rv CTGCATAAAGgCGCCGATCA 

ZnT2 H54R Fw ATCACTGCCgTGCTCAGAA ZnT2 H54R Rv TTCTGAGCAcGGCAGTGAT 

ZnT2 G87R Fw TTCATGATCaGAGAAGTCGTT ZnT2 G87R Rv AACGACTTCTCtGATCATGAA 

ZnT2 W152R Fw TACTGTCCATCcGGGTCGTG ZnT2 W152R Rv CACGACCCgGATGGACAGTA 

ZnT2 S296L Fw ATCTGCTGCTGTtGGTGGAG ZnT2 S296L Rv CTCCACCaACAGCAGCAGAT 

ZnT2 G280R Fw GTGTTGATGGAAaGGACCCCCAAGGGC ZnT2 G280R Rv GCCCTTGGGGGTCCtTTCCATCAACAC 

ZnT2 G280A Fw GTGTTGATGGAAGctACCCCCAAGGGC ZnT2 G280A Rv GCCCTTGGGGGTagCTTCCATCAACAC 

ZnT2 G280T Fw GTGTTGATGGAAacGACCCCCAAGGGC ZnT2 G280T Rv GCCCTTGGGGGTCgtTTCCATCAACAC 

ZnT2 G280L Fw GTGTTGATGGAACtgACCCCCAAGGGC ZnT2 G280L Rv GCCCTTGGGGGTcaGTTCCATCAACAC 

ZnT2 G280Q Fw GTGTTGATGGAAcaGACCCCCAAGGGC ZnT2 G280Q Rv GCCCTTGGGGGTCtgTTCCATCAACAC 

ZnT2 G280K Fw GTGTTGATGGAAaaGACCCCCAAGGGC ZnT2 G280K Rv GCCCTTGGGGGTCttTTCCATCAACAC 

ZnT2 T312M Fw ATCTGGGCACTGAtGGTGGCCCAGCCT ZnT2 T312M Rv AGGCTGGGCCACCaTCAGTGCCCAGAT 

ZnT2 T312A Fw ATCTGGGCACTGgCGGTGGCCCAGCCT ZnT2 T312A Rv AGGCTGGGCCACCGcCAGTGCCCAGAT 

ZnT2 T312S Fw TGGGCACTGAgcGTGGCCCAG ZnT2 T312S Rv CTGGGCCACgcTCAGTGCCCA 

ZnT2 T312C Fw ATCTGGGCACTGtgcGTGGCCCAGCCT ZnT2 T312C Rv AGGCTGGGCCACgcaCAGTGCCCAGAT 

ZnT2 T312E Fw TGGGCACTGgaGGTGGCCCAG ZnT2 T312E Rv CTGGGCCACCtcCAGTGCCCA 

ZnT2 T312D Fw TGGGCACTGgacGTGGCCCAG ZnT2 T312D Rv CTGGGCCACgtcCAGTGCCCA 

ZnT2 E355Q Fw GTGACCATCCAGATCcAGGACTACTCGGAG ZnT2 E355Q Rv CTCCGAGTAGTCCTgGATCTGGATGGTCAC 

ZnT2 E355A Fw ACCATCCAGATCGctGACTACTCGGAG ZnT2 E355A Rv CTCCGAGTAGTCagCGATCTGGATGGT 

ZnT2 E355D Fw ACCATCCAGATCGAcGACTACTCGGAG ZnT2 E355D Rv CTCCGAGTAGTCgTCGATCTGGATGGT 

 

Table S5.	 第 5節の SNPミスセンス ZnT2変異体の作成に用いたプライマー  

Primer 塩基配列  (5’ - 3’) Primer 塩基配列  (5’ - 3’) 

ZnT2 K6R Fw GCCAAGGAGAgGCAGCATCTG ZnT2 K6R Rv CAGATGCTGCcTCTCCTTGGC 

ZnT2 Q7H Fw AAGGAGAAGCAcCATCTGTTG ZnT2 Q7H Rv AAGGAGAAGCAcCATCTGTTG 

ZnT2 P14L Fw TTGGACGCCAGGCtGGCAATCCGGTCA ZnT2 P14L Rv TGACCGGATTGCCaGCCTGGCGTCCAA 

ZnT2 L23P Fw CGGGATCTCcGTGGCAGG ZnT2 L23P Rv CCTGCCACgGAGATCCCG 

ZnT2 W24R Fw GATCTCTGcGGCAGGAAG ZnT2 W24R Rv CTTCCTGCCgCAGAGATC 

ZnT2 G27E Fw GCAGGAAGaGGCTGGCTGGA ZnT2 G27E Rv TCCAGCCAGCCtCTTCCTGC 

ZnT2 W30C Fw GGGGCTGGCTGcATTCCTCTG ZnT2 W30C Rv CAGAGGAATgCAGCCAGCCCC 

ZnT2 G58D Fw GCTCAGAAGGaTCCTGACAGT ZnT2 G58D Rv ACTGTCAGGAtCCTTCTGAGC 

ZnT2 R72H Fw GGGAAGGCCCAGCaCCAGCTGTATGTA ZnT2 R72H Rv TACATACAGCTGGtGCTGGGCCTTCCC 

ZnT2 A77T Fw CTGTATGTAaCCTCTGCCATC ZnT2 A77T Rv GATGGCAGAGGtTACATACAG 

ZnT2 L94V Fw GTTGGTGGGTACgTGGCACACAGCTTG ZnT2 L94V Rv CAAGCTGTGTGCCAcGTACCCACCAAC 
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ZnT2 T155M Fw ATCTGGGTCGTGAtGGGGGTACTGGTG ZnT2 T155M Rv CACCAGTACCCCCaTCACGACCCAGAT 

ZnT2 E164K Fw CTGGCTGTGaAGCGGCTGATC ZnT2 E164K Rv GATCAGCCGCTtCACAGCCAG 

ZnT2 T181M Fw ATGCTGATCAtGTCGGGCTGC ZnT2 T181M Rv GCAGCCCGACaTGATCAGCAT 

ZnT2 A187S Fw TGCGCTGTGtCTGTGAACATC ZnT2 A187S Rv GATGTTCACAGaCACAGCGCA 

ZnT2 N189K Fw GTGGCTGTGAAaATCATAATG ZnT2 N189K Rv CATTATGATtTTCACAGCCAC 

ZnT2 S199C Fw TTCACCAGTgTGGCCATG ZnT2 S199C Rv CATGGCCAcACTGGTGAA 

ZnT2 G200D Fw CACCAGTCTGaCCATGGGCAC ZnT2 G200D Rv GTGCCCATGGtCAGACTGGTG 

ZnT2 H205D Fw CATGGGCACAGCgACGGCACCACCAAC ZnT2 H205D Rv GTTGGTGGTGCCGTcGCTGTGCCCATG 

ZnT2 V217L Fw GAGAACCCCAGCcTCCGAGCTGCCTTC ZnT2 V217L Rv GAAGGCAGCTCGGAgGCTGGGGTTCTC 

ZnT2 S231T Fw GACTTTATGCAGAcCATGGGTGTCCTA ZnT2 S231T Rv TAGGACACCCATGgTCTGCATAAAGTC 

ZnT2 M232V Fw ATGCAGAGCgTGGGTGTCCTA ZnT2 M232V Rv TAGGACACCCAcGCTCTGCAT 

ZnT2 M232I Fw ATGCAGAGCATaGGTGTCCTA ZnT2 M232I Rv TAGGACACCtATGCTCTGCAT 

ZnT2 G233D Fw CAGAGCATGGaTGTCCTAGTG ZnT2 G233D Rv CACTAGGACAtCCATGCTCTG 

ZnT2 V257I Fw ATCTGCACCTTCaTCTTCTCCATCCTG ZnT2 V257I Rv CAGGATGGAGAAGAtGAAGGTGCAGAT 

ZnT2 V290I Fw GACTTCACAGCTaTTCGTGATCTGCTG ZnT2 V290I Rv CAGCAGATCACGAAtAGCTGTGAAGTC 

ZnT2 R291H Fw ACAGCTGTTCaTGATCTGCTG ZnT2 R291H Rv CAGCAGATCAtGAACAGCTGT 

ZnT2 G299R Fw TCGGTGGAGaGGGTAGAAGCC ZnT2 G299R Rv GGCTTCTACCCtCTCCACCGA 

ZnT2 A323T Fw TCTGTCCACATCaCCATTGCTCAGAAT ZnT2 A323T Rv ATTCTGAGCAATGGtGATGTGGACAGA 

ZnT2 A330T Fw AATACAGACaCCCAGGCTGTG ZnT2 A330T Rv CACAGCCTGGGtGTCTGTATT 

ZnT2 R340C Fw CAGCAGCtGCCTCCAAG ZnT2 R340C Rv CTTGGAGGCaGCTGCTG 

ZnT2 R340H Fw GCCAGCAGCCaCCTCCAAGGG ZnT2 R340H Rv CCCTTGGAGGtGGCTGCTGGC 

ZnT2 K344R Fw CTCCAAGGGAgGTTCCACTTC ZnT2 K344R Rv GAAGTGGAACcTCCCTTGGAG 

ZnT2 V350M Fw TTCCACACCaTGACCATCCAG ZnT2 V350M Rv CTGGATGGTCAtGGTGTGGAA 

ZnT2 E355K Fw ACCATCCAGATCaAGGACTACTCGGAGG ZnT2 E355K Rv CCTCCGAGTAGTCCTtGATCTGGATGGT 

 

Table S6.	 イントロン 6を含む発現プラスミド作成に用いたプライマー  

Primer	 塩基配列  (5’ - 3’) Primer 塩基配列  (5’ - 3’)	 

exon 6-intron 6 WT Fw ATCCTGGTGTTGATGGAAGGTAACCTGGGC exon 6-intron 6 WT Rv GCCCAGGTTACCTTCCATCAACACCAGGAT 

exon 6-intron 6 mut Fw ATCCTGGTGTTGATGGAAaGTAACCTGGGC exon 6-intron 6 mut Rv GCCCAGGTTACtTTCCATCAACACCAGGAT 

intron 6-exon 7 Fw TGTCCTTGCCGTCCTCAGGGACCCCCAAGG intron 6-exon 7 Rv CCTTGGGGGTCCCTGAGGACGGCAAGGACA 
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