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要旨 

 分泌型亜鉛要求性酵素は早期分泌経路で亜鉛を獲得し活性化すると考えられ

ている。早期分泌経路への亜鉛輸送は 2 つの亜鉛トランスポーター複合体

(ZnT5-ZnT6ヘテロダイマー(ZnT5-ZnT6)及びZnT7ホモダイマー(ZnT7))が担って

おり、これらは分泌型亜鉛要求性酵素の活性化に重要な働きを有していること

が推察される。しかしながら、細胞内亜鉛が亜鉛トランスポーターを介してど

のような動態制御を受け各酵素に受け渡されるのかについての詳細な分子機序

の解析はほとんど行われていない。そこで、分泌型亜鉛要求性酵素である組織

非特異的アルカリホスファターゼ(tissue non-specific alkaline phosphatase, TNAP)
をモデル酵素として使用し、その活性化の分子機序についての解析を実施した。 
 第 1 章では、TNAP の活性化に必要と考えられる細胞質内亜鉛の早期分泌経路

への送達機構について解析した。細胞質内亜鉛濃度を正常に保つために働く

ZnT1、メタロチオネイン (MT)、ZnT4 の 3 重欠損ニワトリ DT40 細胞

(ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞)を用いて、細胞質内亜鉛レベルを変化させた際の TNAP
活性に及ぼす影響について解析した。その結果、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞は野生株

細胞と比較して細胞質内亜鉛レベルが有意に上昇したにも関わらず、TNAP 活性

が著しく低下していた。ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞にヒト ZnT1 (hZnT1)、マウス MT-1 
(mMt-1)、hZnT4 をそれぞれ発現させると、TNAP 活性はある程度回復し、これ

ら全てを発現させると野生株細胞と同等のレベルにまで回復した。又、

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に亜鉛輸送活性を欠いた hZnT1 及び hZnT4 の変異体を発

現させると、TNAP 活性は回復しなかった。更に、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞におけ

る ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 の機能を解析し、TNAP 活性の低下は両トランスポータ

ーの機能障害が原因ではないことも示された。これらの結果から、ZnT1、MT、
ZnT4 は細胞質内亜鉛を ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 に効率よく受け渡す機構の一端を

担うことで、TNAP 活性化に関与することが明らかとなった。 
 第 2 章では、早期分泌経路内腔における ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 を介した TNAP
活性化機構について解析した。ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 に内在する TNAP 活性化に

必要な機能モチーフを探索した結果、早期分泌経路内腔に位置すると予想され

るルミナルループ (luminal loop, LL)領域に、ZnT5、ZnT7 やそれらのオーソログ

分子のみに保存された複数のアミノ酸残基を見出した。hZnT5 のアラニン置換

体を作製し、これらアミノ酸残基のTNAP活性化に対する機能を精査した結果、

2 つ目の LL（LL2）の Pro-Pro 配列(PP モチーフ)をアラニンに置換した変異体

（PP-AA 変異体）が、細胞質から早期分泌経路内腔への亜鉛輸送活性を正常に

保つにも関わらず、TNAP を十分に活性化できないことが判明した。PP-AA 変

異体を発現させた細胞においては、アポ型 TNAP の発現が増加しており、PP-AA
変異により低下したTNAP活性は亜鉛を添加することで濃度依存的に回復した。
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ZnT5-ZnT6 や ZnT7 の立体構造モデルより、LL2 が亜鉛輸送活性に必須である膜

貫通領域の亜鉛結合サイトの早期分泌経路内腔側上部に位置することが予想さ

れたことから、PP モチーフは、ZnT5-ZnT6 や ZnT7 による内腔側への亜鉛輸送

の過程で重要な空間配置を占め、TNAP に効率的に亜鉛を受け渡すために機能し

ていることが推察された。 
 本研究により、早期分泌経路における TNAP 活性化には、細胞質及び早期分

泌経路内腔において、単に亜鉛濃度に依存した受動的な亜鉛の受け渡しではな

く、亜鉛トランスポーターを介した厳密な制御機構が働いていることが強く示

唆された。 
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略語 

ALP  alkaline phosphatase 

BPB  bromophenol blue 

CNX  calnexin 

CS  chicken serum 

DTT  dithiothreitol 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 

ESP  early secretory pathway 

FCS  fetal calf serum 

GPI  glycosylphosphatidylinositol 

HA  haemagglutinin 

HEPES  4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HRP  horseradish peroxidase 

LL  luminal loop 

MT  metallothionein 

mMt-1  mouse metallothionein 1 

PVDF  polyvinylidene difluoride 

RT-PCR  reverse transcription polymerase chain reaction 

SD  standard deviation 

SDS  sodium dodecyl sulfate 

TGN  trans-Golgi network 

TNAP  tissue non-specific alkaline phosphatase 

WGA  wheat germ agglutinin 

ZIP  Zrt, Irt-like protein 

ZnT  Zinc transporter 
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序論 

 亜鉛は生体内に約 2 g と必須微量金属元素のなかで鉄に次いで多く存在し、タ

ンパク質の構造維持、補因子、シグナル因子として多彩な機能を発揮すること

で生命活動の維持に機能している[1,2]。又、近年のプロテオーム解析により約

3000 種ものタンパク質に亜鉛結合モチーフの存在が示唆されていることからも

その重要性が伺える[3,4]。このように生体内に広く分布する亜鉛は酸化還元反応

を受けず、二価の陽イオンとして化学的に非常に安定な形態で存在している[5]。
従って、鉄や銅といった膜輸送過程に酸化還元を伴う必須微量金属元素と異な

り、亜鉛の動態制御には時空間的な発現制御を受けた亜鉛トランスポーターの

働きが直接的に寄与するものと考えられている[6-8]。 
 哺乳動物において、亜鉛トランスポーターは細胞質内の亜鉛を細胞外又は細

胞内小器官へ輸送する Zn transporter (ZnT)/solute carrier 30A (SLC30A) family と、

その逆方向に亜鉛を輸送する Zrt, Irt-like protein (ZIP)/SLC39A family に大別され

る[9]。これら亜鉛トランスポーターは細胞質内の遊離亜鉛イオンの分布をピコ

モルオーダーで厳密に制御しており，細胞内の亜鉛ホメオスタシスを維持して

いる[10-13]。このように精巧な機能を有する亜鉛トランスポーターの分子機能

の解析には立体構造の理解が重要となるが、現在にいたるまで高等生物の亜鉛

トランスポーターの完全な立体構造は明らかにされていない。しかし、ZnT に

関して大腸菌ホモログである YiiP の立体構造が解明されたことにより、それを

鋳型としたモデル構築と生化学的解析による機能解析が飛躍的に進んでいる。 
 YiiP は N 末端及び C 末端を細胞質側に配した 6 回膜貫通型の構造 (CDF ドメ

イン) をプロトマーとし、ホモダイマーを形成することで生理機能を発揮する

(Fig. 0-1A) [14]。ZnT も YiiP と同様の配向を有すると考えられ、N 末端及び C 末

端を細胞質側に露出させ、ホモダイマーを形成すると考えられる[15,16] (ZnT5
は例外的に CDF ドメインに長大な N 末端が結合した 15 回膜貫通型の構造をと

ると考えられ、ZnT6 とヘテロダイマーを形成する[17-19])。YiiP の第 1、2、4、
5 膜貫通領域は密に重なり合い膜貫通領域内に存在する亜鉛結合サイトを包み

込むような束状の構造をとっている。一方で第 3、6 膜貫通領域はダイマーの軸

付近に位置し、ダイマー形成の安定化に寄与している。YiiP が基質を輸送する

際は、ペリプラズムに存在するプロトンを駆動力として 6 つの膜貫通領域がダ

イナミックに動き、膜貫通領域の亜鉛結合サイト周辺のキャビティ並びに疎

水・親水領域が緻密に制御されることで基質がペリプラズムへと輸送される

[20-22]。ZnT は基質輸送形式についても多くの解析がなされており、プロトン

の濃度勾配を駆動力とした 2 次性能動輸送型の H+/Zn2+ アンチポーターである

ことが明らかとなっている[20,22,23-29]。 
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Figure 0-1.  YiiP の立体構造と基質輸送形式 
(A) CueMol2 を用いて YiiP (PDB ID code 3H90)ホモダイマーの立体構造を画像化した。黄色は亜

鉛、赤矢印は亜鉛が輸送される方向を示す。SiteA, B, C は亜鉛結合サイトを示す。膜貫通領域に

存在する SiteA は基質認識及び輸送に必須のモチーフである。SiteB, C に結合した亜鉛はダイマ

ー形成を安定化させるために必要であると考えられている。  
(B) 各亜鉛結合サイトの結合様式を示す。 
(C) Site A の亜鉛結合サイトを構成するアミノ酸残基と基質選択性との関係性の模式図。 
 
 ZnT による基質輸送には、第 2、5 膜貫通領域のアスパラギン酸残基(D)とヒス

チジン残基(H)から構成される亜鉛結合サイト(HD-HDモチーフ)が必須の役割を

果たすことが知られている(Figs. 0-1,0-2)。一方、YiiP の基質結合サイトは第 2
膜貫通領域のヒスチジン残基がアスパラギン酸残基に置換された DD-HD モチ

ーフであり、ZnT と比較して基質選択性が低く，カドミウムも輸送することが

明らかとなっている(Fig. 0-1C)。このことは、YiiP の DD-HD モチーフを HD-HD
モチーフに変異させた YiiPD45Hを用いた解析から、HD-HD モチーフに対するカ

ドミウムの結合親和性の低下に起因することが示されている[27]。DD-HD、

HD-HD の両モチーフに対する亜鉛の親和性並びに輸送活性に有意差は認められ

ないことも明らかとなっている[27]。ZnT family の中にはこのモチーフが保存さ

れていないものも存在し、ZnT10 の基質結合サイトは第 2 膜貫通領域のヒスチ

B A 

C 
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ジン残基がアスパラギン残基に置換された ND-HD モチーフであり，選択的なマ

ンガン輸送活性を獲得している[30-32]。HD-HD モチーフを非極性アミノ酸に置

換した変異体では基質輸送能が完全に消失することも示されており、このモチ

ーフは基質選択性を規定するのみならず、基質輸送活性に必須であることも明

らかとなっている[26,29]。実際、ZnT6 はこの亜鉛結合サイトを構成する 2 つの

ヒスチジン残基が疎水性アミノ酸であるロイシン残基とフェニルアラニン残基

に置換されており、亜鉛輸送活性をもたない(Fig. 0-2)。すなわち、ZnT5-ZnT6
の亜鉛輸送は ZnT5 が担うことが明らかとなっている[19]。 

  
Figure 0-2.  YiiP と ZnT の第 2, 5 膜貫通領域(ZnT5 は第 11, 14 膜貫通領域)のアミノ酸配列の比

較 
膜貫通領域に存在する基質結合サイトは主にアスパラギン酸残基(赤)とヒスチジン残基(青)で構

成される。ZnT は HD-HD モチーフを有しており、選択的亜鉛輸送機構を獲得している。一方、

YiiP では DD-HD モチーフであり、亜鉛だけでなくカドミウムも輸送する。ZnT6 はこのサイト

を構成するアミノ酸残基が一部疎水性アミノ酸残基(黒枠)に置換されており、亜鉛輸送活性を持

たない。ZnT10 はアスパラギン残基(緑)が含む ND-HD モチーフを有しており、マンガン輸送活

性を獲得している。 
 
 ZnT には膜貫通領域以外に C 末端にも亜鉛結合モチーフが存在する[33]。C 末

端は膜貫通領域と比べるとアミノ酸配列の相同性は高くないものの、ZnT ホモ

ログで高度に保存されたメタルシャペロン様の構造を有している。特に YiiP で

はダイマー形成を安定化させるために必要なモチーフであると考えられており、

亜鉛濃度に応じてダイマーの立体構造を制御することで、亜鉛濃度センサーの

働きも有していると考えられている[14,20,33,34]。又、YiiP には保存されていな

いものの、ZnT には第 4、5 膜貫通領域 (ZnT5 では第 13、14 膜貫通領域)に挟ま

れた細胞質側のループ領域にヒスチジンに富んだアミノ酸配列(ヒスチジンリッ

チ領域 )が存在し、基質認識及び輸送を制御していると考えられている

[18,25,35-37]。 
 亜鉛を活性中心にもつ亜鉛酵素(亜鉛要求性酵素)は約300種存在すると言われ

ており、生命活動に必須の役割を果たしている。これらの酵素の中でも、分泌

型亜鉛要求性酵素には、疾患と深く関わるアンギオテンシン変換酵素(ACE)、マ

DTMD II TMD VName

ZnT10    40  DSFNMLSDLISLCVGLSAGYIAR   62   236  LNIRGVLLHVMGDAL  250

ZnT1     40  DSFHMLSDVLALVVALVAERFAR   62   243  LNMRGVFLHVLGDAL  257
ZnT2    103  DAAHLLTDFASMLISLFSLWMSS  125   215  PSVRAAFIHVIGDFM  229
ZnT3    105  DAAHLLADVGSMMGSLFSLWLST  127   230  TSVRAAFVHVLGDLL  244
ZnT4    143  DALHMLTDLSAIILTLLALWLSS  165   269  LAVRAAFVHALGDLV  283
ZnT5    448  DGFHMLFDCSALVMGLFAALMSR  470   587  ANMRGVFLHVLADTL  601
ZnT6     63  YTYLTIFDLFSLMTCLISYWVTL   85   193  IFLPRMNPFVLIDLA  207
ZnT7     67  DSFHMFFDSTAILAGLAASVISK   89   232  QILQGVFLHILADTL  246
ZnT8    103  DAAHLLIDLTSFLLSLFSLWLSS  125   212  ASVRAAFVHALGDLF  226

YiiP     42  ALVDSLVDIGASLTNLLVVRYSL   64   145  QAVRADMLHYQSDVM  159
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トリックスメタロプロテアーゼ(MMP)、炭酸脱水酵素(CA)、アルカリホスファ

ターゼ(ALP)、スーパーオキシドディスムターゼ 3 (SOD3)のような医学的観点か

ら重要な酵素が多数存在する[1,38-43]。従って、これら酵素の活性化機構の解明

は非常に有意義であるが、現在にいたるまでそれらの解析はほとんど行われて

いない。分泌型亜鉛要求性酵素は早期分泌経路で活性化されると考えられるた

め、早期分泌経路に局在する 2 つの亜鉛トランスポーター複合体(ZnT5-ZnT6 ヘ

テロダイマー(ZnT5-ZnT6)及び ZnT7 ホモダイマー(ZnT7))は分泌型亜鉛要求性酵

素の生合成過程に密接に関わっていると推察される。このような背景をもとに、

本研究室ではこれまでに ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 と分泌型亜鉛要求性酵素である

組織非特異的アルカリホスファターゼ(TNAP)との関連性について解析を進めて

きた。TNAP はアポ型タンパクとして翻訳され、早期分泌経路で糖鎖修飾並びに

亜鉛の獲得を経てホロ型 (活性型)となる[44]。活性型となった TNAP はダイマ

ーを形成して小胞輸送により細胞表面に移行し、GPI アンカーを介して細胞膜で

生理機能を発揮する[45]。TNAP 遺伝子は低ホスファターゼ症の原因遺伝子であ

り、変異により骨形成に異常をきたすことが知られている[46]。 
 TNAP の活性化機構の解析には、モデル細胞としてニワトリ B リンパ球由来

の DT40 細胞が用いられてきた。DT40 細胞は遺伝子組み換え効率が非常に高く、

目的遺伝子を容易に欠損させることが可能である。又、高等生物由来の細胞で

ありヒトのカウンターパート遺伝子を発現させることでヒト ZnT (hZnT)の機能

を網羅的に解析することができる[47,48]。これまでの研究により、ZnT5、ZnT6、
ZnT7 の三重欠損 DT40 細胞(ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞) (ニワトリの ZnT5 遺伝子は

性染色体上にあるため、本研究で用いる DT40 細胞では ZnT5 の対立遺伝子が 1
つしか存在しない)で TNAP 活性が完全に消失すること、ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞

に hZnT5 及び hZnT6、又は hZnT7 を発現させることにより、TNAP 活性が回復

することが示された[19]。さらに、ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 は亜鉛輸送以外に TNAP
タンパク質の安定化作用を有することも明らかにされた(Fig. 0-3) [18,49]。これ

らのことから、TNAP の活性化には ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 を介する 2 段階の活性

化機構が存在することが予想された。しかし、ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 によって輸

送された亜鉛がどのようにして TNAP に受け渡されるのかについての分子機序

の解析は全く行われていなかった。又、哺乳動物では 30 以上ものタンパク質が

細胞内亜鉛ホメオスタシスの制御に寄与しているとされるが[13]、TNAP 活性化

において、ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 以外の亜鉛代謝関連分子が関与する可能性につ

いての検討もほとんど行われていなかった。そこで本研究では、細胞質内の亜

鉛が ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 を介して TNAP へ受け渡されるまでの動態制御機構

について新たな知見を得ることを目的に、細胞質内亜鉛ホメオスタシス制御因

子と TNAP 活性の関係についての解析、並びに早期分泌経路を構成する小胞内
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腔(以降は早期分泌経路内腔と表記)における ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 の機能解析を

実施した。 
 第 1 章では、TNAP 活性化に必要と考えられる細胞質内亜鉛の早期分泌経路へ

の送達機構を解析するために、細胞質内亜鉛ホメオスタシス制御因子である

ZnT1、メタロチオネイン(MT)、ZnT4 の機能と TNAP 活性との関係性を評価し

た。その結果、TNAP の完全な活性化には、これらの因子による細胞質内亜鉛の

緻密な動態制御が関与し、ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 に効率よく亜鉛を受け渡す機構

の一端を担っていることを明らかとした。第 2 章では、早期分泌経路内腔にお

けるZnT5-ZnT6及びZnT7を介したTNAP活性化機構を詳細に解析するために、

これら亜鉛トランスポーターの TNAP 活性化に重要な機能を有するアミノ酸残

基を同定した。同定したアミノ酸残基の機能解析を行った結果、2 つ目のルミナ

ルループに存在する PPモチーフが早期分泌経路内腔でTNAPへ効率的に亜鉛を

受け渡すために機能することを示した。以上の結果により、TNAP の活性化には、

細胞質並びに早期分泌経路内腔で亜鉛濃度に依存した受動的な亜鉛の受け渡し

ではなく、厳密に制御された分子機序が存在することを明らかとした。 
 

 
Figure 0-3.  これまでに明らかとなっている TNAP 活性化機構の模式図 
TNAP タンパクは 2 つの亜鉛トランスポーター複合体(ZnT5-ZnT6 及び ZnT7)によって安定化さ

れ、これらトランスポーターによって輸送された亜鉛を早期分泌経路内で獲得し活性型となる。 
(ESP; early secretory pathway) 
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第 1 章  

TNAP 活性化に関与する細胞質から早期分泌経路内への亜鉛送達機

構の解析 

 細胞質内の亜鉛代謝には多くのタンパク質が関与するが、それらがどのよう

に TNAP の活性化に寄与するのかについての解析はこれまで全く行われていな

かった。細胞質内亜鉛ホメオスタシス制御因子のうち、細胞質内亜鉛を減少さ

せる向きに輸送する ZnT1 及び ZnT4 と、細胞質内亜鉛をキレートすることで亜

鉛ホメオスタシスを制御するメタロチオネイン(MT)を欠損させた三重欠損

DT40 細胞(ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞)は、野生株細胞と比較して細胞質内亜鉛レベル

が顕著に上昇し、亜鉛耐性が低下する[15]。そして、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞で低

下した亜鉛耐性は hZnT1、mMt-1、hZnT4 を発現させることにより有意に回復す

る[15]。このことから DT40 細胞において、ZnT1、MT、ZnT4 は細胞内亜鉛レベ

ルを至適濃度に維持することで細胞の生育に重要な機能を有していることが明

らかとなっている。本章では、TNAP 活性化に必要であると考えられる細胞質内

亜鉛の早期分泌経路への送達機構を解析するために、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞にお

ける TNAP 活性を評価することとした。  
 

結果 

1-1.  ZnT1、MT、ZnT4 は TNAP の完全な活性化に必要である 
 ZnT1、MT、ZnT4 と TNAP 活性との関係を検証するために、それぞれ単独又

は複数欠損させた各細胞株における TNAP 活性を測定した。ZnT1、MT 又は ZnT4
の単独欠損株のうち、TNAP 活性に影響が現れたのは MT-/-細胞のみであり、

TNAP 活性のわずかな低下が認められた(Fig. 1-1A)。続いて ZnT1-/-MT-/-細胞にお

ける TNAP 活性を測定したところ、TNAP 活性の有意な低下が認められた(Fig. 
1-1A)。さらに、細胞質内亜鉛レベルの劇的な上昇が認められた ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-

細胞の TNAP 活性は、野生株細胞と比較して 10%程度にまで減少していること

が明らかとなった(Fig. 1-1A)。この低下した TNAP 活性は、hZnT1、mMt-1、hZnT4
をそれぞれ単独発現させることでわずかながら回復し、これらのうち 2 つを共

発現させることで有意な回復を示し、3 つ全てを発現させると野生株細胞と同等

のレベルにまで回復することが明らかとなった(Fig. 1-1B)。これらの結果から、

ZnT1、MT、ZnT4 はそれぞれが単独で TNAP 活性を増加させる働きを有し、相

加的に TNAP の活性化に寄与することが明らかとなった。 
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Figure 1-1.  ZnT1、MT、ZnT4 は TNAP の完全な活性化に必要である 
(A) ZnT1、MT、ZnT4 を欠損させた DT40 細胞の TNAP 活性を測定した。各遺伝子のノックアウ

トは RT-PCR により確認した。(n = 3、error bars = ± SD、*P < 0.01 vs. 野生株細胞(WT))  
(B) ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に FLAG-hZnT1、mMt-1、hZnT4-HA を発現させた細胞の TNAP 活性を

測定した。タンパク質の発現はイムノブロット解析により確認した。(n = 3、error bars = ± SD、

*P < 0.01 vs. ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞) 
 
 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞のTNAP活性低下の原因について詳細な解析を進めるた

めに、以下の仮説を考えた。1) ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞で細胞質内亜鉛レベルが急

増したことに起因して TNAP 活性が低下した。2) ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞において、

TNAP 活性化に必須の働きを有する ZnT5-ZnT6、ZnT7 の機能に障害が生じた。

3) ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の分泌機能に障害が生じたために分泌型酵素である

TNAP の活性が低下した。これら 3 つの仮説を検証するために、以下の実験を行

った。 
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1-2.  ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の TNAP 活性の低下は細胞質内亜鉛レベルの上昇

に起因するのではない 
 野生株細胞と比較して ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞における細胞質内亜鉛レベルが

顕著に上昇していることと TNAP 活性が低下していることの関係性を検証する

ために、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の細胞質内亜鉛レベルを減少させた際の TNAP 活

性を測定することとした。 
 細胞質内亜鉛を小胞内に封入することで細胞質内亜鉛レベルを減少させる働

きを有する hZnT2 は ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に発現させることで細胞質内亜鉛を

著明に減少させ、亜鉛耐性を野生株細胞と同程度まで回復させることが知られ

ている[15,51,52]。従って、hZnT2 により ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞で低下した TNAP
活性も回復させる可能性が考えられた。そこで ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に hZnT2
を発現させた細胞株の TNAP 活性を測定したところ、予想に反して TNAP 活性

は回復しなかった(Fig. 1-2A)。次に、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞を亜鉛欠乏培地で培

養した際の経時的な細胞質内亜鉛レベル並びに TNAP 活性を評価したところ、

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の細胞質内亜鉛レベルを野生株細胞と同等にまで減少さ

せることには成功したものの、TNAP 活性は回復しなかった(Figs. 1-2B,C)。これ

らの結果から、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の TNAP 活性の減少は、単に細胞質内亜鉛

レベルの変化によるものではないことが強く示唆された。又、亜鉛欠乏培地で

培養した野生株細胞及びZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の細胞質内亜鉛レベル及びTNAP
活性の減少率を比較したところ、両者でほとんど差は認められなかった(Figs. 
1-2B,C)。このことから、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞において、細胞質内亜鉛レベルは

上昇しているものの、亜鉛欠乏条件下における細胞質内の亜鉛代謝は野生株細

胞と同等に機能していることも明らかとなった。 
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Figure 1-2.  ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の細胞質内亜鉛レベルを低下させても TNAP 活性は回復し

ない 
(A) hZnT2-HAを発現させた ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞のTNAP活性は ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞と同等で

あった。hZnT2-HA の発現はイムノブロット解析により確認した。(n = 3、error bars = ± SD、N.S.: 
not significant)   
(B, C) 亜鉛欠乏培地で生育させた野生株細胞(WT)及び ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の細胞質内亜鉛レ

ベル並びに TNAP 活性の経時変化(上図)とその変化率(下図)。細胞内亜鉛レベルの評価には 5 つ

の MRE を配したマウス Mt-1 プロモーターを有する Firefly ルシフェラーゼ発現プラスミドを用

い、細胞質内亜鉛レベルに応答するルシフェラーゼ活性を測定した。(n = 3、error bars = ± SD) 
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1-3.  ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の内在性 ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 の機能は障害され

ていない 
 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の内在性 ZnT5-ZnT6 の機能を評価するために、ZnT5 を

欠損させた細胞株(ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-ZnT5-細胞)を樹立しTNAP活性を測定したと

ころ、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に残存していた TNAP 活性はほぼ完全に消失した

(Fig. 1-3A)。消失した活性は、hZnT5 を発現させることにより ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-

細胞と同等のレベルにまで回復した(Fig. 1-3A)。このことから、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-

細胞の残存する TNAP 活性は、早期分泌経路に局在する亜鉛トランスポーター

に依存することが確認された。ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞を亜鉛添加培地で生育させ

ることで TNAP 活性が回復するかを検討したところ、亜鉛濃度依存的な TNAP
活性の回復が認められた(Fig. 1-3B)。さらに、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-ZnT5-細胞や、

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-ZnT5-細胞に hZnT5 を発現させた細胞株においても亜鉛添加に

より TNAP 活性が回復した(Fig. 1-3B)。一方、ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞は 50 µM の
硫酸亜鉛存在下で TNAP 活性が全く回復しなかった(Fig. 1-3B)。この対照的な結

果から、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の内在性 ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 は TNAP を活性化

する機能を保持していることが明らかとなった。 
 

 
Figure 1-3.  ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の内在性 ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 は TNAP 活性化能を保持し

ている 
(A) ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-ZnT5-細胞では TNAP 活性が完全に消失しており、FLAG-hZnT5 を発現させ

ると ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞と同等のレベルにまで回復した。hZnT5 の発現はイムノブロット解析

により確認した。(n = 3、error bars = ± SD、*P < 0.01 vs. ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-ZnT5-細胞)  
(B)各細胞株を硫酸亜鉛 (0、25、50 µM)存在下 40 時間培養し TNAP 活性を測定した。

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-ZnT5-細胞、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-ZnT5-細胞に FLAG-hZnT5
を発現させた細胞では、亜鉛添加により TNAP 活性が回復した。ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞では亜鉛

添加による TNAP 活性の回復は認められなかった。(n = 3、error bars = ± SD、N.S.: not significant) 
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1-4.  ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞で ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 は TNAP を完全には活性

化できない 
 1-3 において ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の内在性 ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 は TNAP 活

性化能を保持していることが示されたが、野生株細胞と同等には機能していな

い可能性も考えられた。そこで、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に hZnT5 及び hZnT6、又

は hZnT7 を発現させた細胞株を樹立し、TNAP 活性が回復するかを検証した。

その結果、これらの細胞株の TNAP 活性は ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞と同等であり回

復は認められなかった(Fig. 1-4)。ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に hZnT5 及び hZnT6、又

は hZnT7 を発現させた際は TNAP 活性が有意に回復することから(Fig. 2-1A 参

照)、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞では ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 が TNAP 活性化能を保持

していても十分に機能することができないことが明らかとなった。 
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Figure 1-4.  hZnT5-hZnT6又は hZnT7を発現

させても ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞で低下した

TNAP は回復しない 
ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/- 細胞に FLAG-hZnT5 及び

HA-hZnT6、又は hZnT7-HA を発現させた細胞

株の TNAP 活性は ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞と同

等であり TNAP 活性の回復は認められなかっ

た。各 ZnT の発現はイムノブロット解析によ

り確認した。(n = 3、error bars = ± SD) 
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1-5.  ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の分泌機能は保持されている 
 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の分泌機能を評価するために、細胞膜に局在するタンパ

ク質の発現レベルを野生株細胞と比較した。まず、細胞膜上に局在する IgM を

免疫染色したところ、野生株細胞と ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞で染色結果に差異は認

められなかった(Fig. 1-5A)。次に細胞表面ビオチン化アッセイにより細胞のビオ

チン化効率並びに細胞膜上の糖化タンパク質を検出したが、こちらも差異は認

められなかった(Fig. 1-5B)。さらに、分泌型ルシフェラーゼである Cypridina ル

シフェラーゼを野生株細胞と ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞にトランジェントで発現さ

せ活性を比較したところ、両細胞株間で有意差は認められなかった(Fig. 1-5C)。
これらの結果から、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の分泌機能は野生株細胞と同等である

ことが示され、分泌機能の異常により TNAP の活性が低下しているわけではな

いことが明らかとなった。 
 

  

 

 

 

Figure 1-5.  ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の分泌機能は野生株細胞と同等に機能している 
(A) 野生株細胞(WT)と ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に対して細胞膜に局在する IgM を免疫染色により

観察した。 
(B) WT と ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に対して細胞表面ビオチン化アッセイを実施した。左はビオチ

ン化効率、右は細胞表面の糖化タンパク質の検出結果を示す。 
(C) WT と ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に分泌型ルシフェラーゼである Cypridina ルシフェラーゼをトラ

ンジェントで発現させたところ、その活性に有意差は認められなかった。(n = 3、error bars = ± SD、

N.S.: not significant)  
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 上述した 3 つの仮説に対する検証実験を行った結果、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の

TNAP 活性の低下は細胞質内の亜鉛レベルの上昇、ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 の機能

障害、分泌機能の異常が原因ではないことが明らかとなった。ZnT1 及び ZnT4
は ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の TNAP 活性を回復させることが出来たのに対し、ZnT2
は TNAP 活性を回復させなかった(Figs. 1-1B,1-2A)。このことから、細胞質内に

おいて、ZnT2 では代償できない ZnT1 及び ZnT4 による亜鉛輸送が TNAP の活

性化に必要であることが示唆された。そこで、ZnT1 及び ZnT4 の亜鉛輸送活性

と TNAP 活性との関係について解析した。 
 

1-6.  TNAP の完全な活性化には ZnT1 及び ZnT4 による亜鉛輸送が必要である 
 ZnT1 及び ZnT4 に対して、膜貫通領域の亜鉛結合サイトのヒスチジン残基を

アラニン置換した hZnT1H43A、hZnT4H146Aを作製した(Fig. 0-2 参照) [26,27]。これ

らの変異体は亜鉛輸送活性が消失しているために ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に発現

させた際に亜鉛耐性が回復しなかった(Fig. 1-6A)。ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に

hZnT1H43A又は hZnT4H146Aを発現させた細胞株におけるTNAP活性を測定したと

ころ、これらの変異体は TNAP 活性化のために機能しないことが明らかとなっ

た(Fig. 1-6B)。ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞において hZnT1 及び hZnT4 並びにこれらの

変異体の細胞内局在を観察したところ、細胞質内に点在しており、hZnT1 及び

hZnT4 並びにこれらの変異体はそれぞれ異なる局在を示した(Fig. 1-6C)。これら

の結果から、TNAP の活性化には ZnT1 及び ZnT4 がそれぞれ特定の細胞内コン

パートメントへ亜鉛を輸送する必要があることが強く示唆された。 
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Figure 1-6.  TNAP の完全な活性化には ZnT1、ZnT4 による特定の細胞内コンパートメントへの

亜鉛輸送が必要である 
(A) 硫酸亜鉛(30、40、50、60、70 µM)存在下で 72 時間培養した各細胞株の生存率(30 µM の硫

酸亜鉛存在下で培養した際の生存率を 100 %として算出)を示す。ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に

FLAG-hZnT1 又は hZnT4-HA を発現させた細胞株は ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に比べて亜鉛耐性が回

復した。一方、FLAG-hZnT1H43A 又は hZnT4H146A-HA を発現させた ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞では亜

鉛耐性は回復しなかった。(●: ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞; ■: FLAG-hZnT1発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞、

▲: hZnT4-HA 発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞、○: FLAG-hZnT1H43A 発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞、□: 
hZnT4H146-HA 発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞) (n = 3、error bars = ± SD、*P < 0.01 vs. FLAG-hZnT1
発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞、#P < 0.01 vs. hZnT4-HA 発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞)  
(B) hZnTH43A-HA 又は hZnT4H146A-HA を ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に発現させても TNAP 活性は回復

しなかった。各タンパク質の発現はイムノブロット解析により確認した。(n = 3、error bars = ± SD、

N.S.: not significant)  
(C) ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に発現させた FLAG-hZnT1 及び hZnT4-HA 並びにそれらの変異体をタ

グに対する抗体を用いた免疫染色により観察した。 
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考察 

 分泌型亜鉛要求性酵素である TNAP は早期分泌経路内で亜鉛を獲得し活性化

する。しかしながら、早期分泌経路に送達される亜鉛が細胞質内でどのような

動態制御を受けているのかについての詳細な解析は全く行われていなかった。

本章ではこの命題に対し、遺伝子の相同組み換え効率が高く、高等動物細胞の

モデルとして有用であるニワトリ DT40 細胞を用いて、遺伝子欠損、及びカウン

ターパート遺伝子の発現の手法を用いた解析を実施した。そして、TNAP の完全

な活性化には、細胞質内亜鉛ホメオスタシス制御因子の ZnT1、MT、ZnT4 が細

胞質内亜鉛の動態を緻密に制御し ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 へ効率よく亜鉛を送達

する機構の一端を担う必要があることを明らかにした(Fig. 1-7)。 
 

 
 
Figure 1-7. TNAP 活性化に関与すると考えられる細胞質内亜鉛の動態制御と早期分泌経路への

亜鉛送達機構の概念図 
 
 ZnT1、MT、ZnT4 は細胞質内亜鉛濃度を一定のレベルに保つために働くとい

う点で共通しているが、それぞれの細胞内局在や機能は異なっている。ZnT1 は

主に細胞膜に局在し、細胞質内の過剰な亜鉛を細胞外へ排出する働きを有して

いる[52,53]。又、細胞質内小器官にも局在し細胞内の亜鉛分布を制御することも

知られている[49,54,55]。MT は細胞質内にある遊離亜鉛をキレートすることで、

細胞質内の遊離亜鉛レベルを至適濃度で維持する働きがある[56]。ZnT4 は細胞

質から細胞内コンパートメントへの亜鉛輸送に機能している[35,57,58]。このよ

うに異なる機能を有する ZnT1、MT、ZnT4 が細胞質内亜鉛の分布をどのように

制御し、TNAP 活性化に寄与するのであろうか。 
 ZnT1、MT、ZnT4 遺伝子を欠損させた細胞株の TNAP 活性を比較すると、こ

れらの遺伝子を欠損させるにつれて TNAP 活性は漸減した。そして、

ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞にカウンターパート遺伝子を発現させる度にTNAP活性は

回復した(Fig. 1-1)。このことから、ZnT、MT、ZnT4 はそれぞれ単独で TNAP 活

性化に寄与するものと考えられた。ZnT1 及び ZnT4 の細胞内局在を観察したと
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ころ、本解析では共に細胞質内に点在する様子が観察され、双方異なる局在を

示した(Fig. 1-6C)。又、ZnT1 と ZnT4 の亜鉛輸送活性を消失させた変異体を用い

た解析により、これらの分子による TNAP 活性化への寄与には亜鉛輸送が必要

であることが明らかとなった(Fig. 1-6B)。一方、ZnT4 と同じく細胞質内の亜鉛

を細胞内コンパートメントに亜鉛を輸送する ZnT2 は ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞にお

いて TNAP 活性化能を示さなかった(Fig. 1-2A)。これらの結果から、TNAP の活

性化には ZnT1 と ZnT4 が細胞質内の亜鉛をそれぞれ特定の細胞内コンパートメ

ントへ輸送する必要があることが強く示唆された。 
 ZnT1 及び ZnT4 によって細胞内コンパートメントへ輸送された亜鉛が分泌経

路に局在する ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 に受け渡されるためには、いったん細胞質

を介して早期分泌経路へ送達される必要がある。細胞内コンパートメントから

細胞質への亜鉛輸送には、ZnT と逆方向に亜鉛を輸送する ZIP やイオンチャネ

ルの介在が予想される[59-61]。DT40 細胞での TNAP の活性化に対するこれら輸

送体の関与は明らかではないものの、ヒト線維芽細胞においては、ZIP13 が細胞

内コンパートメントから細胞質へ亜鉛を放出することで、TNAP の活性化に寄与

していることが報告されている[62]。従って、DT40 細胞においても TNAP 活性

化には細胞内コンパートメントにおいて ZIP のような輸送体からの適切に制御

された亜鉛輸送が必要となることが推察される。 
 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞では野生株細胞と比べて細胞質内亜鉛レベルの顕著な

上昇が認められるが、細胞質内の亜鉛代謝や分泌機能は野生株細胞と同等に機

能していた(Figs. 1-2B,1-5)。このことは、細胞の生存のために ZnT1、MT、ZnT4
の機能を他の亜鉛代謝分子が代償した結果であると考えられる。序論でも述べ

たように、亜鉛の細胞内動態制御のゲートキーパーは亜鉛トランスポーターで

ある。亜鉛トランスポーターは細胞周囲の亜鉛環境の変化に対して、その発現

や局在が劇的に変化し亜鉛ホメオスタシスの維持に働くことが知られている

[63-67]。従って、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞においても亜鉛トランスポーターの発現

が制御されることで生存が維持されたと考えられる。MT は細胞質内亜鉛ホメオ

スタシスの維持に働き亜鉛トランスポーターの発現制御に関与することが報告

されている[56,68]。このことから、TNAP 活性化に必要な細胞質における選択的

な亜鉛輸送が十分に機能するためには至適亜鉛濃度が存在し、これを維持する

ために MT による細胞質内亜鉛の緩衝作用が必要であることが推察される。MT
はシャペロン分子として機能する可能性も報告されているが[3,69]、本解析にお

いて MT と亜鉛トランスポーターの直接相互作用を検出することはできなかっ

た(data not shown)。又、MT-/-細胞では TNAP 活性が部分的な減少にとどまってい

ることから、MT によって細胞質内から ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 へ亜鉛を送達する

機構が規定されているのではないと考えられる。これらのことから、MT は細胞
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質内の遊離亜鉛イオン濃度を制御し、TNAP 活性化に機能する亜鉛トランスポー

ターの時空間的な発現制御を介して TNAP の活性化に寄与すると考えらえる。 
 本解析では TNAP 活性化に対して細胞質から ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 への亜鉛

の受け渡しに ZnT1、MT、ZnT4 が関与する厳密に制御された機構が存在するこ

とを示したが、活性化機構の解析が先行している分泌型銅要求性酵素では、細

胞質から早期分泌経路への銅輸送機構の分子機序に関する知見が複数報告され

ている。分泌型銅要求性酵素は TNAP と同様に早期分泌経路内で活性化するた

め、内腔側への銅輸送が必要となる。この働きを担うのが主に TGN に局在する

銅トランスポーターATP7A (Menkes disease protein)と ATP7B (Wilson disease 
protein)である[70-75]。これらの銅トランスポーターが細胞質内の銅を効率よく

受け取るためには、細胞質に存在する銅シャペロン分子である ATOX1 が必要と

なる[76,77]。ATOX1 は細胞質内の銅イオンをキレートし、ATP7A/7B と直接相

互作用により銅を受け渡す働きを有している。この機能が低下すると、細胞質

内から ATP7A/7B への銅の受け渡しが障害され、細胞質内銅レベルが上昇し、

分泌型銅要求性酵素の活性が低下する[73,78]。そして、この低下した活性は過剰

の銅を添加することで回復することが明らかとなっている[72,74]。このように、

ATOX1-ATP7A/7B を介した分泌型銅要求性酵素の活性化機構は、TNAP のそれ

と多くの類似点が認められる。すなわち、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞では、細胞質内

亜鉛レベルが上昇するにも関わらず TNAP 活性が顕著に低下した(Fig. 1-1A)。こ

の低下した活性は亜鉛を添加することで亜鉛濃度依存的に回復した(Fig. 1-3B)。
又、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 の TNAP 活性化能は保持され

ていた(Fig. 1-3)。これらのことから、ZnT1、MT、ZnT4 が関与する細胞質から

ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 への亜鉛の受け渡しの過程で、ATOX1 のようなシャペロ

ン分子が選択的な亜鉛輸送に関与する可能性が想定される。細胞質において分

布を制御された亜鉛がどのようにして ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 に受け渡されるか

についての分子機序は未だ不明であるが、今後更なる解析により ZnT1、MT、
ZnT4 の TNAP 活性化に対する分子機能並びに細胞質内亜鉛の送達機構が解明さ

れることが望まれる。 
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第 2 章  

TNAP 活性化に必要な亜鉛トランスポーターの機能モチーフに関す

る解析 

 TNAP 活性化の過程で働く亜鉛の動態制御機構に関して、第 1 章では細胞質内

で ZnT1、MT、ZnT4 による亜鉛の分布制御が必要であることを示した。第 2 章

では、早期分泌経路内腔において TNAP が ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 を介して亜鉛

を獲得する過程の分子機序に対する詳細な解析を実施することとした。 
 序論でも述べたように、ZnT5、ZnT6、ZnT7 の三重欠損 DT40 細胞

(ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞)では TNAP 活性が完全に消失し、hZnT5 及び hZnT6、又

は hZnT7 を発現させることで ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞の TNAP 活性が回復する。

一方、ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に hZnT1、hZnT2、hZnT3、hZnT4、hZnT8 を発現さ

せると、これらの ZnT は部分的に早期分泌経路に局在するものの、TNAP 活性

の回復は認められない[49]。これらのことから、ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 には TNAP
活性化能を規定する特定のモチーフが存在すると予想した。これまでに TNAP
の活性化には早期分泌経路内において TNAP タンパクの安定化と亜鉛獲得の 2
段階の活性化機構が存在することが予想されるが(Fig. 0-3)、その詳細な分子機序

についての解析は行われていなかった。そこで、本章では ZnT5-ZnT6 及び ZnT7
における TNAP 活性化に機能するモチーフを同定し、TNAP 活性化機構につい

て新たな知見を得ることを目的とした解析を行った。 
 

結果 

2-1.  C. elegans の ZnT5、ZnT6 オーソログである CDF5、TOC1 はヘテロダ

イマーを形成し TNAP を活性化させる  
 ZnT5-ZnT6 と ZnT7 による TNAP 活性化は他の ZnT では代替できないが、他

生物種が有する ZnT5 及び ZnT6、又は ZnT7 のホモログ分子の中に TNAP 活性

化能を示すものの存在が考えられた。そこで ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に対して

TNAP 活性を回復させる分子を探索したところ、C. elegans の ZnT5 及び ZnT6 の

オーソログである CDF5 及び TOC1 を共発現させた ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞で

TNAP 活性が有意に回復することが判明した(Fig. 2-1A)。CDF5、TOC1 は ZnT5、
ZnT6 と同様に細胞内で共局在しヘテロダイマーを形成することも確認された

(Figs. 2-1B,C)。ZnT6 は亜鉛輸送活性に必須である膜貫通領域の亜鉛結合サイト

を持たず、TOC1 も同様である。従って、TNAP の活性化に必要な亜鉛輸送とそ

の動態制御に機能するモチーフは ZnT5、ZnT7 及び CDF5 に存在することが予想

された。 

22 

 



 

  

Figure 2-1.  CDF5-TOC1 ヘテロダイマーは TNAP 活性化能を有している 
(A) ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に FLAG-hZnT5 と HA-hZnT6 又は FLAG-CDF5 と HA-TOC1 をそれぞ

れ共発現させた細胞株の膜画分タンパク質を調製し TNAP 活性を測定した。各タンパク質の発

現はイムノブロット解析により確認した。 (n = 3、 error bars = ± SD、 *P < 0.01 vs. 
ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞)  
(B) ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に発現させたFLAG-CDF5とHA-TOC1の細胞内局在をタグに対する抗

体を用いた免疫染色により観察した。 
(C) ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に FLAG-hZnT5 と HA-hZnT6 又は FLAG-CDF5 と HA-TOC1 を共発現

させた細胞株の膜画分タンパク質を調製し、タグに対する抗体を用いて免疫沈降を行った。(†: 
non-specific band)  
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2-2.  TNAP 活性化に必要な機能モチーフの探索 
 ZnT5 と CDF5 は共に 15 回膜貫通型の構造をとると考えられており、hZnT5
と CDF5 ではアミノ酸同一性は 41 %、アミノ酸類似性は 58 %と高い相同性を示

す。ZnT5 の長大な N 末端は TNAP の活性化には機能しないことが明らかとなっ

ているため[18]、CDF ドメイン(ZnT5 及び CDF5 の第 10 膜貫通領域から C 末端

に相当)の中に TNAP 活性化に機能するモチーフが存在することが強く示唆され

た。CDF ドメインは ZnT family で広く保存されており、hZnT5 と CDF5 の CDF
ドメインを比較すると、全長に比べて相同性はさらに高くなり、アミノ酸同一

性は 49 %、アミノ酸類似性は 65 %となる。CDF5 の CDF ドメインは ZnT7 とも

相同性が高く、hZnT7 とではアミノ酸同一性は 38 %、アミノ酸類似性は 54 %で

ある。興味深いことに、CDF5 の CDF ドメインは TNAP 活性化能を持たない ZnT4
とも高い相同性を有しており、hZnT4 とのアミノ酸同一性は 27 %、アミノ酸類

似性は 54 %となる。このように CDF5 を含めて CDF ドメインは ZnT family で高

い相同性を示すため、ZnT5、ZnT7、CDF5 に保存されており、かつ他の ZnT に

は保存されていないアミノ酸残基が、TNAP 活性化に必要なモチーフを構成する

ことが推察された。更に、ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 は早期分泌経路内において TNAP
を安定化させる機能を有していることから[49]、早期分泌経路内腔に露出した領

域に重要な機能があると推測し、ルミナルループ(LL)領域に対して相同性検索を

実施した。その結果、LL 領域で ZnT5、ZnT7、CDF5 にのみ保存されている複数

のアミノ酸残基を見出した(Fig. 2-2) (ZnT5、CDF5 では LL1-3 は LL5-7 に存在す

るが、他の ZnT と比較するために便宜的に LL1-3 として扱う)。そこで、見出さ

れたこれらのアミノ酸残基の TNAP 活性化に対する機能を評価した。 
 

 
Figure 2-2.  ZnT family 並びに CDF5 のルミナルループ(LL)領域のアミノ酸配列 
ZnT family 及び CDF5 の LL 1-3 のアミノ酸配列を比較した(ZnT5、CDF5 では LL 5-7 である

が、便宜上 LL 1-3 として扱う)。PP モチーフは赤塗りを背景に黒字、PP モチーフ以外で ZnT5、
ZnT7、CDF5 のみで保存されているアミノ酸残基は赤、ZnT5、ZnT7、CDF5 以外で高度に保

存されたアミノ酸残基は緑で示す。 
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 26 LVSGYLGNSIALL  38
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261 IVVVNALVFYFSWKGCS 277
233 GVLVAAYILYFKPEYKY 249
248 GVLAASILIYFKPQYKA 264
287 GVLIAAYIIRFKPEYKI 303
211 ALCITYMLIEINNYEAV 227
230 SVLISALIIYFKPEYKI 246
254 VVVITAIIFYVLPLKSE 270

CDF5
hZnT5
hZnT7
hZnT1
hZnT2
hZnT3
hZnT4
hZnT6
hZnT8
hZnT10

LL1 LL3LL2Name

24 

 



2-3.  ZnT5、ZnT7、CDF5 の PP モチーフは TNAP 活性化に重要である 
 LL 領域の相同性検索で、ZnT5、ZnT7、CDF5 にのみ保存されているアミノ酸

残基のうち、LL2 に存在する Pro-Pro 配列(PP モチーフ)に対応する他の ZnT のア

ミノ酸残基は ZnT6 を除き 3 残基で構成されることが予想された(Fig. 2-2)。又、

プロリン残基は他のアミノ酸残基と異なり特徴的な立体構造を有することから、

PP モチーフに特有の機能が存在することが推察された。そこでまず、PP モチー

フと TNAP 活性との関係を解析することとした。hZnT5 の PP モチーフを構成す

るプロリン残基に対するアラニン置換変異体を作製し、ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に

対して hZnT6 と共発現させたところ、hZnT5P514A及び hZnT5P515Aの TNAP 活性

化能が野生型と比較して有意に低下していることが明らかとなった(Fig. 2-3A)。
更に、hZnT5P514A,P515A (hZnT5PP-AA)の TNAP 活性化能は野生型の 10 %程度にまで

低下していた(Fig. 2-3A)。hZnT5PP-AAの細胞内局在を観察したところ、野生型と

同様に hZnT6 と共局在していた(Fig. 2-3B)。又、免疫沈降により ZnT5PP-AAは野

生型と同じく hZnT6 と複合体を形成することも確認された(Fig. 2-3C)。hZnT7 並

びに CDF5 の PP モチーフに対するアラニン置換変異体も作製し、hZnT5 変異体

と同様に TNAP 活性化能を評価した。その結果、hZnT7P133A及び hZnT7P134Aは野

生型と比較して TNAP 活性化能が低下し、hZnT7P133A,P134A (hZnT7PP-AA)では顕著

な低下が認められた (Fig. 2-3D)。CDF5P499A、CDF5P500A 及び CDF5P499A,P500A 
(CDF5PP-AA)では、野生型と比較して CDF5PP-AAの TNAP 活性化能が顕著に低下し

た(Fig. 2-3E)。これら変異体のタンパク発現量は野生型と同等であった。これら

の結果から、PP モチーフは TNAP 活性化に重要な役割を有していることが明ら

かとなった。 
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Figure 2-3.  hZnT5、hZnT7、CDF5 の PP モチーフは TNAP 活性化に重要である 
(A) ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に FLAG-hZnT5P514A、 FLAG-hZnT5P515A 又は FLAG-hZnT5PP-AA と

HA-hZnT6 を共発現させ、TNAP 活性を測定した。各タンパク質の発現はイムノブロット解析に

より確認した。(n = 3、error bars = ± SD、*P < 0.01)  
(B) ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に FLAG-hZnT5 又は FLAG-hZnT5PP-AAと HA-hZnT6 を共発現させ、そ

れぞれの細胞内局在をタグに対する抗体を用いた免疫染色により観察した。 
(C) Fig. 2-1C と同様の方法で FLAG-hZnT5 又は FLAG-hZnT5PP-AAと HA-hZnT6 に対し免疫沈降を

行った。 
(D) ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に hZnT7P133A-HA 、hZnT7P134A-HA 又は hZnT7PP-AA-HA を発現させ、

TNAP 活性を測定した。各タンパク質の発現はイムノブロット解析により確認した。(n = 3、error 
bars = ± SD、*P < 0.01) 
(E) ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に FLAG-CDF5P499A、FLAG-CDF5P500A又は FLAG-CDF5PP-AAとHA-TOC1
を共発現させ、TNAP 活性を測定した。各タンパク質の発現はイムノブロット解析により確認し

た。(n = 3、error bars = ± SD、*P < 0.01) 
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2-4.  PP モチーフは TNAP の成熟に重要な機能を有している 
 PP モチーフは TNAP 活性化に対して特異的な機能を有していることが強く示

唆されたため、PP-AA 変異による hTNAP タンパクへの影響を評価した。まず、

ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に野生型 hZnT5 又は hZnT5PP-AAと hZnT6 を共発現させた

細胞株に hTNAP を発現させ、TNAP 活性(hTNAP と内在性 TNAP の活性の和)
を測定した。その結果、hZnT5PP-AAを発現させた細胞株は野生型を発現させた細

胞株と比べて TNAP 活性が 60 %程度にまで低下した(Fig. 2-4A)。PP-AA 変異に

よる hTNAP の発現パターンへの影響を確認したところ、hTNAP の発現レベル

に関して大きな変化は認められなかった(Fig. 2-4A)。このことから、PP モチーフ

はZnT5-ZnT6によるhTNAPタンパクに対する安定化作用には寄与していないこ

とが示唆された。一方で、PP-AA 変異により低分子側に新たなバンドが検出さ

れた。このバンドはプロテアソーム阻害剤の MG132 や、液胞性プロトン ATPase
阻害剤でありリソソームの機能を阻害する bafilomycin A1 を処理しても変化が

認められなかったことから、ユビキチン-プロテアソーム系及びリソソーム系に

よるタンパク質分解により生じたものでないことが明らかとなった(Fig. 2-4A)。
更に、過剰の亜鉛を添加してもこのバンドに変化は認められなかった(Fig. 2-4B)。
これらのことから、新たに生じたバンドは PP-AA 変異により ZnT5-ZnT6 による

TNAP 活性化能に影響が生じたことによってもたらされたものであると推察さ

れた。このバンドを先行研究で報告された hTNAP の発現パターンと比較したと

ころ、アポ型 hTNAP のバンドと一致していた[79]。従って、PP-AA 変異が

ZnT5-ZnT6 が機能する TNAP タンパクの成熟機構に障害をもたらした可能性が

考えられ、PP モチーフは TNAP の成熟に重要な機能を有していることが示唆さ

れた。 
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Figure 2-4.  PP モチーフは TNAP の成熟に必要である 
(A) ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に FLAG-hZnT5 又は FLAG-hZnT5PP-AAと HA-hZnT6 を共発現させた細

胞株に hTNAP を発現させ、細胞全タンパク質における TNAP 活性(内在性 TNAP と hTNAP の活

性の和)を測定した。hTNAP の発現パターンを確認したところ、FLAG-hZnT5PP-AA を発現させた

細胞株で約 75-kDa の高分子量のバンドに加えて約 65-kDa の低分子量のバンドが検出された。こ

の低分子量のバンドは MG132 (30 µM)や bafilomycin A1 (30 nM)を 2 時間処理しても変化が認め

られなかった。 
(B) (A)と同様の細胞株を硫酸亜鉛(50、100 µM)存在下で 24 時間培養し TNAP 活性を測定したと

ころ、TNAP 活性の回復は認められず、約 65-kDa の低分子量のバンドにも変化がなかった。 
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2-5.  PP-AA 変異体の亜鉛輸送活性の評価 
 PP モチーフがどのように TNAP 活性化に機能するのかを検証するために、

ZnT5-ZnT6 の立体構造モデルを構築し、PP モチーフの立体配置を観察した(Fig. 
2-5A)。PP モチーフを含む LL2 の立体配置に着目すると、膜貫通領域の亜鉛結

合サイトの内腔側上部に位置することが推察された(Figs. 2-5A,B)。亜鉛結合サイ

トは亜鉛輸送の要であることから、その近傍に位置する PP モチーフは亜鉛輸送

過程において重要な空間配置を占めており、亜鉛輸送に関与する可能性が考え

られた。そこで、PP-AA 変異による亜鉛輸送活性への影響を評価した。 
 亜鉛輸送活性の評価には S. cerevisiaeの ZnT5 オーソログである msc2 遺伝子を

変異させた DY150 msc2 (msc2 変異株)を用いた[80-82]。msc2 変異株は小胞体ス

トレスの上昇により、炭素源としてエタノール及びグリセロールを含む YPGE
寒天培地で培養すると温度感受性を示し、37°C でその生育が顕著に抑制される

(Fig. 2-5C)。この msc2 変異株に hZnT7 を発現させると 37°C の培養条件における

生育が野生株細胞と同等にまで回復することが判明した(Fig. 2-5C)。一方で、亜

鉛結合サイトに変異を導入し亜鉛輸送活性が消失した hZnT7H70A を発現させた

msc2 変異株では生育の回復は認められなかった(Fig. 2-5C)。このことから、msc2
変異株の温度感受性を指標とした hZnT7 の亜鉛輸送活性の評価が可能であると

判断した。そして、hZnT7PP-AAを発現させた際の msc2 変異株の生育を観察した

ところ、37°C の培養条件で野生型 hZnT7 と同等にその生育が回復した(Fig. 2-5C)。
このことから、hZnT7PP-AAは野生型と同等の亜鉛輸送活性を保持していることが

明らかとなった。hZnT5PP-AA に対しても同様の評価を試みたが、hZnT5-hZnT6
による msc2 変異株の亜鉛耐性の回復が認められなかったために本系では解析で

きなかった。しかしながら、hZnT5 の CDF ドメインと hZnT7 の立体構造には高

い類似性が認められ、PP モチーフが内腔側で同様の位置を占めていることが推

測されたことから(Fig. 2-5B)、PP-AA 変異により細胞質から早期分泌経路内腔へ

の亜鉛輸送に影響が出る可能性は hZnT7 と同様に極めて低いと考えられた。更

に、PP-AA 変異による細胞内亜鉛ホメオスタシスに対する影響を評価するため

に、hZnT5 又は hZnT5PP-AAと hZnT6 を共発現させた ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞を主

に細胞内小器官の亜鉛を検出する亜鉛プローブの Zinquin で染色した。両細胞株

を通常条件又は亜鉛添加条件で培養したところ、細胞株間で染色結果に明確な

差異は認められなかった(Fig. 2-5D)。 
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Figure 2-5.  PP-AA 変異体は亜鉛輸送活性を保持している 
(A) hZnT5-hZnT6 の立体構造モデル。細胞膜を貫通する 6 本のらせん構造とそれらをつなぐルー

プ構造から構成される。hZnT5 及び hZnT6 の C 末端領域は細胞質側で会合しダイマーを形成す

る。hZnT5 (黄)は CDF ドメインのみを用いたモデルであり、PP モチーフを赤で示す。hZnT6 (マ
ゼンタ)の PP モチーフに相当する QP 配列は紫で示す。 
(B) hZnT5 の CDF ドメイン(黄)と hZnT7(グレー)の立体構造を重ね合わせると、両 PP モチーフ

(hZnT5 は赤、hZnT7 はオレンジ)が同様の立体配置をとることがわかる。 
(C) S. cerevisiae変異体 DY150 msc2(msc2変異体)を用いた hZnT7の相補性解析。S. cerevisiae MSC2 
(ScMSC2)、hZnT7-HA、hZnT7H70A-HA 又は hZnT7PP-AA-HA 遺伝子を形質転換した msc2 変異体を 3
日間 30°C 又は 37°C で培養した。それぞれのタンパク発現はイムノブロット解析により確認し

た。ローディングコントロールとして銀染色を行った。 
(D) FLAG-hZnT5 (WT) 又 は FLAG-hZnT5PP-AA

 (PP-AA) と HA-hZnT6 を 共 発 現 さ せ た

ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞を通常培地(N)又は亜鉛添加培地(Zn、100 µM 硫酸亜鉛)で 24 時間培養し亜

鉛プローブの Zinquin で染色した。 
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2-6.  PP モチーフに対するヒドロキシ化の検討 
 PP-AA 変異は細胞質から早期分泌経路内腔への亜鉛輸送には影響を及ぼさな

いことが明らかとなったことから、PP モチーフは HD-HD モチーフから早期分

泌経路内腔へ亜鉛が遊離し TNAP へ受け渡されるまでの過程で機能すると考え

られた。PP モチーフを構成するプロリン残基はそれ自体で亜鉛を配位させるこ

とはできないが、ヒドロキシ化されることで亜鉛の配位が可能となる。従って、

PP モチーフがヒドロキシ化されることで亜鉛を受け渡す機能を担っている可能

性が考えられた [83]。そこで、プロリルヒドロキシラーゼ阻害剤である

Dimethyloxaloylglycine (DMOG)による TNAP 活性への影響を評価したところ、

DMOG の有無で TNAP 活性に差は認められなかった(Fig. 2-6)。このことから、

PP モチーフがヒドロキシ化されることで亜鉛の動態制御に機能する可能性は低

いと考えられた。 
 
   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-7.  TNAP の活性化には膜貫通領域の亜鉛結合サイトを構成する HD-HD モチ

ーフからの適切な亜鉛輸送が必要である 
 ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 は PP モチーフの有無によらず亜鉛輸送活性を有するた

め、早期分泌経路内腔における TNAP の活性化には単に亜鉛濃度によらない特

殊な機構により、亜鉛の動態が緻密に制御されていることが想定された。そこ

で、HD-HD モチーフから早期分泌経路内腔への亜鉛の遊離と TNAP 活性との関

係を精査した。HD-HD モチーフを AD-HD、HD-HA モチーフに変異させた

hZnT5H451A、hZnT5D599Aは亜鉛輸送活性が消失しており、TNAP 活性化能を持た

ない[49]。一方で DD-HD 並びに HD-HE モチーフに変異させた hZnT5H451D、

hZnT5D599E は亜鉛輸送活性を保持していることが知られており[26,27]、TNAP 活

Figure 2-6.  PP モチーフはヒドロキシ化

されることで TNAP 活性化に寄与するの

ではない 
100 µM DMOG 存在下、野生株細胞(WT)
と FLAG-hZnT5とHA-hZnT6を共発現させ

た ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞を 24時間培養し、

TNAP 活性を測定した。タンパク質の発現

はイムノブロット解析により確認した。 
(n = 3、error bars = SD、N.S.: not significant)  
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性化能を示す可能性が考えられた。そこで、hZnT5H451D、hZnT5D599E の TNAP 活

性化能を評価するために、ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に対して hZnT6 と共発現させ

TNAP 活性を測定した。その結果、両細胞株で TNAP 活性が全く回復しないこ

とが判明した(Fig. 2-7A)。hZnT5H451D、hZnT5D599E の細胞内局在を観察したとこ

ろ、野生型 hZnT5 と同様に hZnT6 と共局在し、hZnT6 とヘテロダイマーを形成

することが明らかとなった(Figs. 2-7B,C)。このことから、hZnT5H451D、hZnT5D599E

は hZnT6 とヘテロダイマーを形成し早期分泌経路内腔へ亜鉛を輸送するものの、

TNAP を活性化できないことが明らかとなった。 
 

   
 

   
 
Figure 2-7.  TNAP の活性化には膜貫通領域の亜鉛結合サイトを構成する HD-HD モチーフから

の適切な亜鉛輸送が必要である 
(A) ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に N 末端に FLAG-tag を融合させた hZnT5H451A、hZnT5H451D、hZnT5D599A

又は hZnT5D599E と HA-hZnT6 を共発現させ、TNAP 活性化を測定した。各タンパク質の発現はイ

ムノブロット解析により確認した。(n = 3、error bars = ± SD)  
(B) FLAG-hZnT5 の変異体(hZnT5 H451A、hZnT5 H451D、hZnT5 D599A又は hZnT5 D599E) と HA-hZnT6
の ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞における局在をタグに対する抗体を用いた免疫染色により観察した。 
(C) Fig. 2-1C と同様の方法で FLAG-hZnT5 及びその変異体(hZnT5 H451A、hZnT5 H451D、hZnT5 D599A

又は hZnT5 D599E) と HA-hZnT6 に対し免疫沈降を行った。 
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2-8.  PPモチーフは早期分泌経路内腔で TNAPへの効率的な亜鉛の受け渡しに

寄与している 
 TNAP 活性化に対する HD-HD モチーフと PP モチーフの機能を精査するため

に、hZnT5H451D 及び hZnT5PP-AA の TNAP 活性化における亜鉛添加による影響を

比較評価した。hZnT5H451D、hZnT6 を共発現させた ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞では、

亜鉛添加による TNAP 活性の変化が ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞と同等であり、TNAP
活性の回復はほとんど認められなかった(Fig. 2-8)。これに対して、hZnT5PP-AA、

hZnT6 を共発現させた ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞では、野生株細胞の活性には及ば

ないものの、添加する亜鉛の濃度に依存して TNAP 活性の著明な回復が認めら

れた(Fig. 2-8)。この対照的な結果から、HD-HD モチーフと PP モチーフは異なる

機序で TNAP 活性化に関わることが明らかとなり、PP モチーフは早期分泌経路

内腔で TNAP へ効率的に亜鉛を受け渡すために機能していることが強く示唆さ

れた。 
 

 
 

Figure 2-8.  PP-AA 変異により低下した TNAP 活性は亜鉛を添加することで回復する 
ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に FLAG-hZnT5、FLAG-hZnT5 H451D 又は FLAG-hZnT5PP-AA と HA-hZnT6 を

共発現させた細胞を亜鉛添加培地(0、20、40、60、80、100 µM 硫酸亜鉛)で 72 時間培養後、TNAP
活性を測定した。(n = 3、error bars = ± SD、*P < 0.01) 
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2-9.  PP モチーフは TNAP 活性化に重要であるが、ZnT5、ZnT7 以外の ZnT
に TNAP 活性化能を付与することはできない 

 TNAP 活性化における PP モチーフの重要性を検証するために、ZnT family の

中で hZnT5 や hZnT7 と比較的相同性が高い hZnT4 を対象として、相同性検索に

おいて PP モチーフの位置に相当するアミノ酸残基 (Met-Asn-Tyr(MNY))を
Pro-Pro 配列に置換した変異体(hZnT4MNY-PP)を作製し、TNAP 活性化能が付与で

きるかを検証した。 
 まず、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の亜鉛耐性の回復を指標として、hZnT4MNY-PP の亜

鉛輸送活性を評価した。ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞は 60 µM の硫酸亜鉛存在下におい

てほぼ死滅するが、hZnT4 を発現させた細胞株では ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞で低下

した亜鉛耐性が有意に回復した (Fig. 2-9A)。次に、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に

hZnT4MNY-PP を発現させ亜鉛耐性を比較したところ、hZnT4MNY-PP は野生型と同等

のレベルで ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の亜鉛耐性を回復させた(Fig. 2-9A)。従って、

hZnT4MNY-PP は野生型と同等の亜鉛輸送活性を保持していることが明らかとなっ

た。 
 hZnT4MNY-PP を ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に発現させ TNAP 活性を測定したところ、

ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞の TNAP 活性の回復は認められず、亜鉛添加によっても回

復しなかった(Fig. 2-9B,C)。一方で、hZnT5 に対し PP モチーフを MNY に置換し

た変異体(hZnT5PP-MNY)を作製し TNAP 活性化能を評価したところ、TNAP 活性が

hZnT5PP-AAと同じく顕著に低下した(Fig. 2-9D)。これらの結果から、PP モチーフ

は TNAP 活性化に重要であるが、ZnT5、ZnT7 以外の ZnT に TNAP 活性化能を

付与することはできないことが明らかとなった。 
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Figure 2-9.  PP モチーフは TNAP 活性化に重要であるが TNAP 活性化能のない ZnT に TNAP
活性化能を付与することはできない 
(A) 硫酸亜鉛(30、40、50、60、70 µM)存在下で 72 時間培養した各細胞株の生存率(30 µM の硫

酸亜鉛存在下で培養した際の生存率を 100 %として算出)を示す。各タンパク質の発現はイムノ

ブロット解析により確認した。(●: ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞; ■: hZnT4-HA 発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細

胞、△: hZnT4MNY-PP-HA 発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞、○: hZnT4R205A-HA 発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞、

□: hZnT4I213A-HA 発現 ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞 ) (n = 3、 error bars = ± SD、*P < 0.01 vs. 
ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞) 
 (B, C) hZnT4MNY-PP-HA を ZnT5-ZnT6-/- ZnT7-/-細胞に発現させ、通常培養条件(Normal)又は亜鉛添

加条件(Zn、100 µM 硫酸亜鉛)で 24 時間培養後、TNAP 活性を測定した。タンパク質の発現はイ

ムノブロット解析により確認した。(n = 3、error bars = ± SD、N.S.: not significant)  
(D) FLAG-hZnT5PP-MNY と HA-hZnT6 を共発現させた ZnT5-ZnT6-/- ZnT7-/-細胞の TNAP 活性化を測

定した。各タンパク質の発現はイムノブロット解析により確認した。(n = 3、error bars = ± SD、

*P < 0.01 vs. FLAG-hZnT5、HA-hZnT6 発現 ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞)  
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2-10.  LL2 を構成するアミノ酸残基の TNAP 活性化に対する機能評価 
 2-5 より、LL2 は膜貫通領域に存在する亜鉛結合サイトの内腔側上部に位置し、

亜鉛輸送過程に対して重要な空間配置を占めている可能性が示唆された。従っ

て、LL2 を構成するアミノ酸残基のうち、PP モチーフ以外にも TNAP 活性化に

影響を及ぼすものが存在する可能性が推察された。そこで、hZnT5 の LL2 を構

成するアミノ酸残基の TNAP 活性に対する影響をアラニンスキャニングにより

網羅的に解析した。その結果、hZnT5PP-AAと同様にhZnT5R510A、hZnT5L517AでTNAP
活性が顕著に低下することが明らかとなった(Fig. 2-10)。hZnT5 で見出された

R510 は他の ZnT においても保存されており、L517 は保存されていないものの、

ほとんどの ZnT で類似性の高い疎水性アミノ酸であった(Fig. 2-2)。従って、こ

れらのアミノ酸残基は PP モチーフとは異なり、細胞質から早期分泌経路内腔へ

の亜鉛輸送そのものに重要であることが推測された。 
 R510 及び L517 の機能を精査するために、これらのアミノ酸残基に相当する

hZnT4 の R205、I213 をアラニン置換した変異体を作製し、亜鉛輸送活性を評価

した。ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞に対して hZnT4R205A、hZnT4I213A を発現させたとこ

ろ、ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-細胞の亜鉛耐性の回復は認められなかった(Fig. 2-9A)。こ

のことから hZnT4R205A、hZnT4I213Aは亜鉛輸送活性が消失していることが明らか

となり、ZnT family において hZnT4 の R205A 及び I213A に相当するアミノ酸残

基は亜鉛輸送活性に重要であることが推察された。 
 

 
 

Figure 2-10.  hZnT5 の LL2 を構成するアミノ酸残基の TNAP 活性化能に対する機能評価 
hZnT5 の LL2 を構成するアミノ酸残基に対してアラニンスキャニングを実施した。

ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に FLAG-hZnT5 の各変異体と HA-hZnT6 を共発現させ、TNAP 活性を測定

した。タンパク質の発現はイムノブロット解析により確認した。(n = 3、error bars = ± SD、*P < 0.01 
vs. FLAG-hZnT5、HA-hZnT6 発現 ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞) 
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2-11.  LL1、LL3 を構成するアミノ酸残基の TNAP 活性化に対する機能評価 
 LL のうち、hZnT5、hZnT7、CDF5 にのみ保存されているアミノ酸残基は PP
モチーフのみならず、LL1、LL3 にも複数存在する(Fig. 2-2)。これらのアミノ酸

残基が PP モチーフと同様に TNAP 活性に寄与しているかを検証した。LL1、LL3
において、hZnT5、hZnT7、CDF5 にのみ保存されているアミノ酸残基に対し、

hZnT5 のアラニン置換変異体を作製し、TNAP 活性化能を評価した。その結果、

ほとんどの変異体で TNAP 活性化能は野生型と同等であることが明らかとなっ

た(Figs. 2-11A,B)。唯一 L445A で TNAP 活性の低下が認められたものの、PP-AA
変異体と比べて、その低下は軽微であった(Figs. 2-3A,2-11A)。 
 これまでの解析では LL 領域で hZnT5、hZnT7、CDF5 にのみ保存されている

アミノ酸残基を対象に解析を行ってきたが、hZnT5、hZnT7 以外の ZnT で高度に

保存されているアミノ酸残基も複数存在する(Fig. 2-2)。これらのアミノ酸残基が

TNAP 活性化にネガティブに作用することで結果的に hZnT5、hZnT7 以外の ZnT
では TNAP 活性化能がない可能性が考えられた。そこで、hZnT5 に対して hZnT5、
hZnT7、CDF5 以外で高度に保存されたアミノ酸残基に置換した変異体(F435V、

Q615F、F619Y、I620K)を作製し、TNAP 活性化能を評価した。その結果、TNAP
活性化能の低下は認められなかった(Figs. 2-11A,B)。 
 

  

Figure 2-11.  hZnT5 の LL1、LL3 を構成するアミノ酸残基の TNAP 活性化能に対する機能評価 
(A) LL1 を構成するアミノ酸残基に変異を導入した FLAG-hZnT5 変異体と HA-hZnT6 を

ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞に共発現させ、TNAP 活性を測定した。タンパク質の発現はイムノブロッ

ト解析により確認した。 (n = 3、error bars = ± SD、*P < 0.01 vs. FLAG-hZnT5 及び HA-hZnT6 発

現 ZnT5-ZnT6-/-ZnT7-/-細胞)  
(B) (A)と同様の方法で LL3 を構成するアミノ酸残基に変異を導入した FLAG-hZnT5 変異体の

TNAP 活性化能を評価した。タンパク質の発現はイムノブロット解析により確認した。 (n = 3、
error bars = ± SD)  
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考察 

 TNAP は早期分泌経路において 2 段階の機構を経て活性化され、この活性化に

は特定の亜鉛トランスポーターを介した非常に特異的な機構が存在することが

推測されていた。本章では、その詳細な分子機序について新たな知見を得るこ

とを目的として、ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 から TNAP へ亜鉛が受け渡されるまでの

過程にあると考えられた分子機序の解析を実施した。その結果、TNAP の活性化

には膜貫通領域の亜鉛結合サイトからの適切な亜鉛輸送が必要であることを明

らかにした。更に、LL2 において TNAP 活性化に必要なドメインとして PP モチ

ーフを見出し、早期分泌経路内腔で TNAP へ効率的に亜鉛を受け渡すために重

要な役割を果たすことを示した。  
 TNAP の活性化には第 2、5 膜貫通領域によって形成された HD-HD モチーフ

からの適切な亜鉛輸送が必須となるため、HD-HD モチーフの分子機能と TNAP
活性との関係についてより詳細に解析する必要があると考えられた。そこで、

hZnT5 の HD-HD モチーフに対する変異体を複数作製し、それらの TNAP 活性化

能を評価した。その結果、HD-HD モチーフに変異を導入した hZnT5 変異体は全

てTNAP活性化能が消失した(Table 2-1)。このことから、HD-HDモチーフはTNAP
活性化に必須であることが明らかとなったものの、どのように TNAP 活性化に

寄与するかについての分子機序は解明できなかった。これまでに報告されてい

る hZnT5 変異体における機能解析の結果から、hZnT5H451D 及び hZnT5D599E は亜

鉛輸送活性を野生型と同等のレベルで保持していることが明らかとなっている

[26,27]。従って、HD-HD モチーフは細胞質から早期分泌経路内腔への亜鉛輸送

のみならず、より厳密に制御された機能により TNAP 活性化に寄与しているこ

とが推察される。序論でも述べたように、DD-HD、HD-HD の両モチーフに対す

る亜鉛の親和性及び輸送活性に有意差は認められない[26,27]。このことから、

hZnT5H451Dに関して亜鉛を輸送するにも関わらず TNAP を活性化できないのは、

早期分泌経路内腔に存在すると考えられる TNAP 活性化機構に対して適切に亜

鉛が供給できないためであると推察される。HD-HE モチーフに関する亜鉛の結

合親和性に関する情報はないものの、hZnT5D599E も hZnT5H451Dと同様に内腔にお

ける亜鉛の動態制御機構に障害が生じるために TNAP を活性化することができ

なくなると考えられる。 
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Table 2-1  hZnT5 の HD-HD モチーフに対する変異体と TNAP 活性化能の関係 
hZnT5 亜鉛結合モチーフ TNAP 活性化能 
WT HD-HD ◯ 
H451A AD-HD ×(亜鉛輸送活性なし) 
H451D DD-HD ×(YiiP 型、亜鉛輸送活性あり) 
H455E HE-HD × 
H595D HD-DD × 
D599A HD-HA ×(亜鉛輸送活性なし) 
D599E HD-HE ×(亜鉛輸送活性あり) 
H595D, D599H HD-DH × 
H451D, D455H DH-HD × 
H451D, D455H, H595D, D599H DH-DH × 

  
 hZnT5-hZnT6 及び hZnT7 の立体構造モデルによると、PP モチーフは HD-HD
モチーフに対して内腔側上部に位置しており、亜鉛輸送過程で重要な空間配置

を占めていると推察される(Fig. 2-4)。従って、早期分泌経路内腔において、TNAP
活性化機構の一端として HD-HD モチーフと PP モチーフが協奏的に機能する可

能性が考えられた。立体構造モデルより、両モチーフ間の距離は 20Å程度と推

定されるため、互いが連携して機能するためには、HD-HD モチーフから亜鉛が

遊離する際に、PP モチーフに対してその方向が適切に制御される必要がある。

HD-HDモチーフに変異を導入した hZnT5変異体がTNAP活性化能を持たないの

は、仮に亜鉛輸送活性が保持されていたとしても、早期分泌経路内腔への亜鉛

の遊離の方向性に異常が生じ TNAP 活性化の過程に適切に亜鉛を送り込むこと

ができなくなるからかもしれない。本解析では両モチーフが連携して機能する

という直接的な知見を得ることはできなかったが、それらは TNAP 活性化のた

めに密接に関係していることが推察されることから、今後も TNAP の活性化に

対する両モチーフの関係性について解析を進める必要があると考えられる。 
 Fig. 2-7 の結果より早期分泌経路内腔で TNAP が亜鉛を獲得するには単に亜鉛

濃度に依存しない機構の存在が考えられたため、TNAP は遊離亜鉛を受動的に獲

得するのではなく、亜鉛アクセプターとしての ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 から直接

相互作用を伴って亜鉛を獲得するモデルが想定された(Fig. 2-12)。金属輸送体と

金属酵素の相互作用に関しては、SOD3 が銅シャペロンである ATP7A と直接的

相互作用により銅を獲得し活性化することが知られている[84]。亜鉛要求性酵素

の活性化においてこのような事例は報告されていないものの、タンパク質間相

互作用には亜鉛が介在するものが存在することが報告されており、亜鉛要求性

酵素が亜鉛を介在因子として他の分子と相互作用する可能性も考えられる[85]。
本解析において、早期分泌経路内腔で PP モチーフが直接的に亜鉛の受け渡しに

関与する可能性を考慮し、ヒドロキシ化されることによる亜鉛の授受への関与

を検討したが、その可能性は低いと考えられた。この結果は、PP モチーフを含

む領域のアミノ酸残基がヒドロキシ化を高頻度で受けるとされる(XPG)n モチー
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フとは異なっていることからも強く示唆される[83]。一方で、プロリン残基はタ

ンパク質間相互作用に必要な立体構造の維持に重要であることが知られている

[86]。このことから、PP モチーフはプロリン残基によるコンフォメーション制

御による LL2 の特徴的な立体構造の形成を介して、亜鉛存在下で TNAP 活性化

に積極的に関与することが推察される。 
 

 
Figure 2-12. 本研究結果から想定される早期分泌経路内腔における TNAP 活性化機構のモデル

図 
 
 ZnT5、ZnT7 の PP モチーフを構成する 2 つのプロリン残基は高等生物で高度

に保存されており、その重要性が伺える(Tables 2-2,2-3)。本解析では、hZnT5 及

びhZnT7のPPモチーフに対してそれぞれのプロリン残基をアラニン置換した変

異体を作製し、TNAP 活性化能を比較した。その結果、hZnT5P514A と比較して

hZnT5P515A で TNAP 活性がより低下しており、hZnT7 の変異体解析でも hZnT5
と同様の結果が得られた(Figs. 2-3A,D)。一方で、CDF5 では一方のプロリン残基

をアラニン置換しても TNAP 活性化能には大きく影響しなかった(Fig. 2-3E)。こ

のことから、2 つのプロリン残基間並びに生物種間で TNAP 活性化に対する寄与

度に差があることが示された。ZnT5 オーソログの中にはこれらのプロリン残基

が片方のみ保存されているものが存在し、出芽酵母の ZnT5 オーソログである

Msc2 (ZnT6 オーソログの Zrg17 とヘテロダイマーを形成し分泌経路で機能する)
は ALP 活性化能をもたないことが知られている(Table 2-2) [81]。一方で、出芽酵

母の ZnT ホモログである Cot1 はアミノ酸配列からは ZnT5 オーソログとはみな

されないが PPモチーフを有しており、ALP活性化能を有している(Tables 2-3,2-4) 
[87]。これらのことから、それぞれのプロリン残基による寄与度は異なるものの、

ALP活性化には亜鉛トランスポーターのPPモチーフが生物種を超えて重要な役

割を果たしているのかもしれない。 
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Table 2-2.  ZnT5 オーソログの LL2 を構成するアミノ酸配列 

ZnT5 オーソログ アミノ酸配列 生物種 
ZnT5 510 ARLIDPPELDTHML 523 Homo sapiens 
ZnT5 507 ARLIDPPELDTNML 520 Mus musculus 
ZnT5 506 ARLVDPPDIDTNML 519 Gallus gallus 
ZnT5 505 ARIYDPPDINTDML 518 Xenopus tropicalis 
ZnT5 505 TRLVDPPNINTDML 518 Danio rerio 
CDF5 494 ERLFDPPNINTDRL 407 Caenorhabditis elegans 
Cis4 440 YRLFHPPQMNTDQL 453 Schizosaccharomyces pombe 
Msc2 478 ERIFNPIHLHATNE 491 Saccharomyces cerevisiae 
MTP12 510 ERILDPQEISTNSL 523 Arabidopsis thaliana 

 

Table 2-3.  ZnT7 オーソログの LL2 を構成するアミノ酸配列 

ZnT7 オーソログ アミノ酸配列 生物種 
ZnT7 128 ERALAPPDVHHERL 141 Homo sapiens 
ZnT7 128 ERALAPPDVHHERL 141 Mus musculus 
ZnT7 128 ERALEPPDVHHERL 141 Gallus gallus 
ZnT7 128 ERALDTPEVHHERL 141 Xenopus tropicalis 
ZnT7 128 ERALEPPDVHHDRL 141 Danio rerio 
ZnT86D 126 ERLIEPPEVKHERL 139 Drosophila melanogaster 

 

Table 2-4.  ZnT5 と ZnT7 以外の ZnT ホモログの LL2 を構成するアミノ酸配列  

CDF ファミリー アミノ酸配列 生物種 
Cot1 101 QRIIAPPVIENPKF 114 Saccharomyces cerevisiae 
Zhf1 101 ERFIEPPSVSNPTL 114 Schizosaccharomyces pombe 
CzcD 104 ERFSNPPKVATTGM 117 Bacillus subtilis  

 

 本解析では、PP モチーフ以外にも hZnT5 の R510 及び L517 をアラニン置換す

ることで TNAP 活性化能が顕著に低下することが明らかとなった(Fig. 2-10)。こ

れらのアミノ酸残基は、hZnT4 変異体の機能解析により、亜鉛輸送活性に重要

な役割を果たすことが示唆された(Fig. 2-9D)。このことは、R510 について、ZnT
ホモログで高度に保存されており、基質輸送活性を規定することが示されてい

ることからも強く示唆される[88,89]。又、L517 に関しては、これまでに ZnT ホ

モログの中でこれに相当するアミノ酸残基についての機能解析は行われていな

いものの、ほとんどの ZnT family が疎水性アミノ酸残基を有することから、亜

鉛輸送の際に疎水性領域の制御を介して亜鉛輸送活性に寄与している可能性が

考えられる。hZnT5 の L445 はアラニン置換により TNAP 活性が 30%程度低下し

た(Fig. 2-11A)。ZnT ホモログにおいて、L445 に相当するアミノ酸残基の機能解

析は行われていないものの、その周辺環境が疎水性アミノ酸によって構成され

ており、それらが基質輸送に重要であることが示されている[88,89]。従って、

L445 をアラニン置換することで、軽微ではあるものの亜鉛輸送活性が低下した

ために TNAP 活性に影響を及ぼしたと推察される。 
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 ZnT の膜貫通領域以外の構造のうち、TNAP 活性に影響を及ぼす領域はこれま

でにも複数報告されている。第 4、5 膜貫通領域に挟まれたヒスチジンリッチ領

域を欠損させた hZnT5 変異体はTNAP活性化能が完全に消失する[18]。又、hZnT5
の C 末端は hZnT6 とのヘテロダイマーの形成に必須の役割を果たすため、TNAP
の活性化に必須の領域であることが明らかとなっている[19]。序論でも述べたよ

うに、ヒスチジンリッチ領域は亜鉛輸送に重要であり、C 末端は細胞質側に存在

する領域であることから、TNAP 活性化において直接的な亜鉛の受け渡しに機能

する可能性は低いと考えられる。本解析では、TNAP 活性に特異的に機能する領

域として見出した PPモチーフが早期分泌経路内腔においてTNAPへ効率よく亜

鉛を受け渡す機構を担っていることを示した。しかしながら、PP モチーフが

TNAP 活性化能を規定するのではないことも明らかとなった(Figs. 2-9A,B)。この

ことから、早期分泌経路内腔において、PP モチーフ以外にも TNAP 活性化に特

異的に機能する領域が存在する可能性があり、今後さらなる解析により TNAP
活性化に機能するモチーフの検証並びに TNAP 活性化機構の分子機序の解明が

望まれる。 
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総括 

 分泌型亜鉛要求性酵素である TNAP は、早期分泌経路内腔で ZnT5-ZnT6 と

ZnT7 による TNAP タンパクの安定化と、これらトランスポーターによって輸送

された亜鉛の獲得という 2 段階の機構により活性化されると考えられる。この

活性化機構の詳細な分子機序を解析するために、本研究では、細胞質並びに早

期分泌経路内腔における亜鉛の動態制御と TNAP 活性との関わりを検証した。

その結果、細胞質内において、ZnT1 及び ZnT4 による特定の細胞内コンパート

メントへの亜鉛輸送、並びに MT による細胞質内亜鉛レベルの制御が、細胞質

内亜鉛を ZnT5-ZnT6 と ZnT7 へ送達する機構の一端を担っていることを明らか

とした。又、早期分泌経路内腔で ZnT5-ZnT6 及び ZnT7 を介した TNAP 活性化

に重要なドメインとして PP モチーフを見出し、TNAP に亜鉛を効率良く受け渡

すために膜貫通領域の亜鉛結合サイトと協奏的に働く可能性があることを示し

た。これらの結果から、TNAP の活性化には細胞質並びに早期分泌経路内腔で単

に亜鉛濃度に依存した受動的な亜鉛の受け渡しではなく、厳密に制御された分

子機序が存在することを明らかとした(Fig. 3)。 
 

 
 
Figure 3. 本研究結果から想定される細胞質内及び早期分泌経路内における TNAP活性化機構の

モデル図 
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実験材料と方法 
 
大腸菌 

 形質転換には DH5α (TOYOBO)を用いた。培地には LB 培地を使用し、30°C 又

は 37°C で培養した。 
 
細胞培養 

 ニワトリ DT40 細胞の培養は、10 % (v/v)ウシ胎児血清(FCS) (BioTrace、56°C、
30 分間インキュベートにより非働化)、1 % (v/v) ニワトリ血清(CS) (GIBCO)、50 
µM 2-メルカプトエタノール(Sigma)を加えた RPMI 1640 Medium (Nacalai Tesque)
を培地とし、39.5°C、5 % CO2 のインキュベーターで行った。亜鉛欠乏培地は

Chelex-100 resin (Bio-Rad) で処理した FCS 及び CS を用いて調製した。亜鉛添加

培地は通常培地に硫酸亜鉛を加えることで調製した。プロテアソーム阻害剤の

MG132 (Peptide Institute Inc.)、液胞型プロトン ATPase 阻害剤の bafilomycin A1 
(Sigma Aldrich)、プロリルヒドロキシラーゼ阻害剤の Dimethyloxaloylglycine 
(DMOG) (Sigma Aldrich)はそれぞれ図に示した濃度で用いた。 
 
プラスミドの設計 

 CDF5及びTOC1 (C. elegansのZnT5及びZnT6のオーソログ)のcDNAは、C. 
elegansのtotal RNAを逆転写することにより取得した。ヒトZnT1 (hZnT1)、hZnT2、
hZnT4、hZnT5、hZnT6、hZnT7、マウスMT-1 (mMt-1)、CDF5、TOC-1、hTNAP を
発現させるために、 それぞれのcDNAを発現ベクターであるpA-Puro、 pA-Zeocin、
pA-Neo、pA-Ecogptに組み込み、これを発現プラスミドとして用いた。タグの付

加と変異の導入には2段階PCR法を用いた。安定発現株の樹立の際は、これらの

プラスミドは全て適切な制限酵素によりリニア化した。 
 細胞質内亜鉛レベルの評価には、5つのMREを配したmMt-1プロモーターを有

するFireflyルシフェラーゼ発現プラスミド(摂南大学 木村明紀博士から恵与頂

いた )及びRenillaルシフェラーゼ発現プラスミドを用いた。分泌型ルシフェラー

ゼであるCypridinaルシフェラーゼの発現には、pMCS-Cypridina Luc(Thermo)の 
multi-cloning siteにニワトリβ-アクチンプロモーターを組み込んだものを発現プ

ラスミドとして用いた。 
 S.cerevisiaeを用いた生育試験では、hZnT7-HA又は hZnT7P133A,P134A (hZnT7PP-AA)
の cDNAを pYES2ベクター(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)に組み込んで発現プラ

スミドとした。 
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トランスフェクション 

 DT40 細胞への DNA の導入はエレクトロポレーション法を用いた。1.0×107 個

の細胞を 0.5 mL phosphate-buffered saline 溶液(PBS; 137 mM NaCl、20.4 mM 
Na2HPO4、2.68 mM KCl、1.47 mM KH2PO4)に懸濁後、20 µg のリニア化したプラ

スミドを加え、10 分間氷上で静置した。次に、Gene pulser (Bio-Rad)により、550 
V (トランジェントは 600 V)、25 µF で形質転換を行い、再び 10 分間氷上で静置

した。形質転換後の細胞は 30 mL の培地で 24 時間培養し、適切な薬剤(0.5 µg/mL 
puromycin (Sigma)、0.1 mg/mL zeocin (Invitrogen)、2.0 mg/mL G418 (Nacalai tesque)、
25 µg/mL micophenolic acid (MP bio))でセレクションを行った。薬剤耐性を獲得し

て生育してきたクローンに対して目的のタンパク質が発現していることを確認

し、実験に用いた。 
 

膜画分タンパク質の調製  

 約 2×107 個の DT40 細胞を回収し、PBS で 1 回洗浄した後、細胞破砕液(0.25 M 
sucrose, 20 mM HEPES、1.0 mM EDTA)に懸濁させ、ダウンス型ホモジナイザー

を用いて 60 ストロークで破砕した。(TNAP は亜鉛を強固に結合しているため、

1.0 mM EDTA 存在下において、その酵素活性は影響をうけない。) 破砕処理液

は 2300 g、4°C で 5 分間遠心し、得られた上清を 20400 g、4°C で 30 分間遠心し

た。沈殿物を ALP 溶解液(10 mM Tris-HCl (pH 7.5)、0.5 mM MgCl2、0.1 % (v/v) 
Triton X-100)に溶解させ、膜画分タンパク質溶液とした。検量線の作製にはウシ

血清由来 γ-Globulin (Sigma)を用い、タンパク質濃度は Protein Assay CBB Solution 
(Nacalai Tesque)、又は DC Protein Assay Kit (Bio-Rad)を用いて測定した。 
 
細胞全タンパク質の調製 

 DT40 細胞を 2300 g、4°C で 5 分間遠心して回収し、PBS で 1 回洗浄した。そ

の後、ALP 溶解液に溶解させ、細胞全タンパク質溶液とした。タンパク質濃度

は上述した方法で測定した。 
 
亜鉛耐性の評価 

 DT40 細胞を 30-70 µM ZnSO4 存在下、72 時間培養した。培養液の 1/10 量の

Alamar Blue (Trek Diagnostic Systems)を加え、39.5°C、5 % CO2 で 3 時間インキュ

ベートした後、570 nm 及び 600nm の吸光度を測定した。生存率は 30 µM ZnSO4

存在下における生存率を 100 %として算出した。 
 
細胞質内亜鉛レベルの評価  

 K-PBS (5 mM MgCl2を含む PBS)に懸濁させた1.0×107個の細胞に対し、20 μg 
Fireflyルシフェラーゼ発現プラスミド(レポーター)と5 μg Renillaルシフェラー 
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ゼ発現プラスミド(コントロール)をエレクトロポレーションにより導入した。形 
質転換した細胞は通常培地で4時間培養後、亜鉛欠乏又は過剰培地で培養した。 
得られたサンプルのルシフェラーゼ活性はDual-Luciferase Reporter assay system 
(Promega)により、Lumat LB9501 (Berthold)を使用して測定した。(Fireflyルシフェ

ラーゼ発現プラスミドは5つのMREを含むマウスMT-1プロモーターを有してお

り、Fireflyルシフェラーゼの蛍光により細胞質内亜鉛レベルをモニターすること

が可能となる。)  
 
ALP 活性の測定 
 膜画分タンパク質又は細胞全タンパク質溶液をタンパク量にして 2-5 µg 分 96
穴プレートに分注し、p-nitrophenyl phosphate を 2 mg/mL で溶解させた基質溶液 
(1 M diethanolamine (pH 9.8)、0.5 mM MgCl2)を 100 µL 加えた。室温で 10 分間振

盪した後、TNAP によって遊離された p-nitrophenol を 405 nm の吸光度測定によ

り定量した。検量線の作製には子牛の腸由来の ALP (CIAP)を使用した。 
 
Total RNA の回収と RT-PCR 
 3.0×106 個の DT40 細胞を 1 mL Sepasol (Nacalai Tesque)に溶解させ、0.2 mL ク

ロロホルムと混和した。5 分間静置後、20400 g、4°C で 15 分間遠心した。上清

を分取し、0.5 mL 2-プロパノールを加え、混和後 10 分間室温放置した。20400 g、
4°C で 10 分間遠心し、上清を除去した。1 mL 75 %エタノールで洗浄し、自然乾

燥させ、RNA を得た。逆転写は ReverTra Ace (TOYOBO)を用い、PCR は KOD-FX 
(TOYOBO)を用いた。PCR プライマー及び反応条件は Table S1 に記した。 
 
SDS-PAGE とイムノブロッティング 
 膜画分タンパク質は 6×SDS サンプルバッファー(375 mM Tris-HCl (pH 6.8)、
30 % (v/v) glycerol、6 % (w/v) SDS、0.5 M DTT、0.1 % (w/v) BPB)を加え、37°C
で 30 分間インキュベートし、SDS-PAGE サンプルとした。細胞全タンパク質は

ソニケーションにより染色体を断片化した後、膜画分タンパク質と同様の方法

によりサンプル化した。タンパク質は 8-12 %の SDS ポリアクリルアミドゲル電

気泳動により分離した後、セミドライ式ブロッティング装置(Bio-Rad)により

PVDF メンブレン(Millipore)に転写した。メンブレンをブロッキング液(4 % (w/v) 
Skim-milk、0.1 % (v/v) Tween-20 を含む PBS)に浸し、室温で 1 時間攪拌した。1
次抗体には抗 FLAG タグ抗体(Anti-DDDDK; MBL; 1:3000)、抗 HA タグ抗体

(HA-11; COVANCE; 1:3000)、抗 MT 抗体(Dako; 1:3000)、抗チューブリン抗体

(Sigma; 1:10000)、抗カルネキシン抗体(Stressgen; 1:2000)を使用した。2 次抗体に

は HRP 標識抗マウス IgG 抗体(GE healthcare)、HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体(GE 
healthcare)を用いた。発光基質には Immobilon Western (Millipore)又は Chemi-Lumi 
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One L (Nacalai Tesque)を用いた。 
 MT の検出には、上述した SDS-PAGE サンプルに 1/9 量の 1 M iodoacetoamide 
(終濃度 100 mM)を加え、遮光下、室温で 30 分間反応させた後、1.5 M Tris-HCl (pH 
8.8)で中和したものを泳動サンプルとした。転写には PVDF メンブレンを 2.5 %
グルタルアルデヒドで処理したものを用いた。 
 
蛍光免疫染色 

 培地と共に回収した DT40 細胞を PBS で 1 回洗浄し、再度 PBS に懸濁させ、

poly-L-lysine でコーティングしたカバーガラス上に滴下した。37°C、5 % CO2 の

インキュベーターで 30 分間静置させ細胞をガラスへ沈降させた。4 %ホルムア

ルデヒドの処理により、細胞を固定した後、0.1 % Triton X-100 で細胞膜透過処

理を行った。1 次抗体は FLAG 及び HA タグに対する抗体、又は抗ニワトリ IgM
抗体(M4; Beckman; 1:400)を用いた。二次抗体は Alexa 488 標識抗ウサギ IgG 抗体

(Molecular Probes; 1:3000)、Alexa 594 標識抗マウス IgG 抗体(Molecular Probes; 
1:3000、IgM の染色では 1:400)を使用した。染色した細胞は蛍光顕微鏡(Olympus, 
Carl Zeiss AG)を用いて観察した。 
 
細胞表面タンパク質の回収 

 細胞表面タンパク質の回収には Pierce Cell Surface Protein Isolation Kit (Thermo)
を用いた。3.0×106 個の細胞を回収し PBS で 1 回洗浄し、Sulfo-NHS-SS-Biotin 溶

液中で 4°C 、 30 分間攪拌した。クエンチング液を加え、未反応の

Sulfo-NHS-SS-Biotin を取り除き、PBS で 1 回洗浄した。次に NP40 buffer (50 mM 
HEPES、100 mM NaCl、1.5 mM MgCl2、1 % (v/v) Nonidet P-40、0.5 % (w/v) Sodium 
Deoxycholate、0.1 % (w/v) SDS)で細胞を溶解させ、ソニケーションを行った。氷

上で 30 分間静置させ、9100 g、4°C で 5 分間遠心し、得られた上清をビオチン

標識細胞表面タンパク質溶液とした。この溶液をインプットとしてタンパク量

10 µg 分を SDS-PAGE により分離し、Streptavidin Biotin Complex Peroxidase Kit 
(Nacalai Tesque)を用いて検出した。残りの上清に NeutrAvidin Agarose を加え、4°C
で数時間攪拌させた。Neutr Avidin Agarose を PBS で 3 回洗浄した後、6×SDS サ

ンプルバッファー中で 37°C、30 分間インキュベートすることでタンパク質を溶

出させた。20400 g、4°C で 1 分間遠心し、上清をレクチンブロットに用いた。 
 
レクチンブロット 

 SDS-PAGE で分離したタンパク質を PVDF メンブレンに転写した。メンブレ

ンをブロッキング液(SuperBlock Blocking Buffer in PBS (Thermo)、0.1 % (v/v) 
Tween-20)中で室温、10 分間攪拌した。ブロッキングしたメンブレンをレクチン

希釈液(10 mM Tris-HCl (pH 7.5)、150 mM NaCl、0.05 % (v/v) Tween-20)に浸し、
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HRP 標識 WGA (生化学工業; 1:4000)を加え、室温で 30 分間攪拌した。レクチン

希釈液で室温、10 分間の洗浄を 3 回行い、Chemi-Lumi One L (Nacalai Tesque)を
用いて発光させた。 
 
分泌型ルシフェラーゼの活性評価 

 エレクトロポレーションにより 20 µg Cypridina ルシフェラーゼ発現プラスミ

ドと 5 µg Renilla ルシフェラーゼ発現プラスミドを細胞に導入し、通常培地で 4
時間培養後、各ルシフェラーゼ活性を測定した。Cypridina ルシフェラーゼの基

質として、Pierce Cypridina Luciferase Glow Assay Kit (Thermo)を使用した。 
 
立体構造モデルの構築と相同性検索 

 hZnT5、hZnT6、hZnT7 の相同性モデルの構築は YiiP (PDB ID code 3H90)の結

晶構造をもとに Multiple Mapping Method を用いて行った[90]。構築した立体構造

モデルはPyMOL (DeLano Scientific)を用いて可視化した。ZnT family並びにCDF5
の相同性検索は NCBI BLAST server (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)を利用

して検索した。 
 Fig. 2-2及びTables 1–3で用いたアミノ酸配列のアクセッション番号は以下の

ものである。 
NP_067017.2 for hZnT1, NP_001004434.1 for hZnT2, NP_003450.2 for hZnT3, 
NP_037441.2 for hZnT4, NP_075053.2 for hZnT5, NP_060434.2 for hZnT6, 
AAM21969.1 for hZnT7, NP_776250.2 for hZnT8, NP_061183.2 for hZnT10, 
NP_740931.2 for CDF5, NP_075023.2 for ZnT5 (M. musculus), AAV98201.1 for ZnT5 
(G. gallus), NP_001015911.1 for ZnT5 (X. tropicalis), NP_001002322.1 for ZnT5 (D. 
rerio), NP_594694.1 for Cis4 (S. pombe), NP_010491.4 for Msc2 (S. cerevisiae), 
NP_178539.2 for MTP12 (A. thaliana), AAO17323.1 for ZnT7 (M. musculus), 
NP_001008788.1 for ZnT7 (G. gallus), NP_989256.1 for ZnT7 (X. tropicalis) 
NP_001093556.1 for ZnT7 (D. rerio), NP_650049.1 for ZnT86D (D. melanogaster), 
NP_014961.3 for Cot1 (S. cerevisiae), NP_593645.1 for Zhf1 (S. pombe), and 
WP_003229873.1 for CzcD (B. subtilis) 
 
細胞内亜鉛イメージング 

 回収した細胞を PBSで 1回洗浄し、25 µM Zinquin ethyl ester (同仁化学)存在下、

室温で 1 時間インキュベートした。染色した細胞は PBS で 3 回洗浄し、蛍光顕

微鏡(Zeiss)で観察した。 
 
免疫沈降 

 膜画分タンパク質を NP40 buffer に溶解させ、4°C で 2 時間攪拌した。その後、

13000 g、4°C で 5 分間遠心し、上清をタンパク質溶液として用いた。DC Protein 
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Assay Kit (Bio-Rad)によりタンパク質の濃度を測定し、タンパク質 200 µg 分を免

疫沈降に用いた。抗 FLAG タグ抗体(FLAG M2; Sigma; 1:200)又は抗 HA タグ抗体

(HA-11; COVANCE; 1:200)を加え、4°C で 1 時間攪拌した後、10 µL Protein 
G-Sepharose beads (Amersham)を添加し、4°C で 12 時間攪拌した。13000 g、4°C、
5 分間遠心し、上清を除去した後、ビーズを NP-40 buffer (Sodium Deoxycholate(-)、
SDS (-))で 4 回洗浄した。ビーズに 2.5 µL 5×Ling’s buffer (150 mM sucrose、50 mM 
Tris-HCl (pH 8.0)、20 mM DTT、10 % (w/v) SDS、5 mM EDTA)と 12.5 µL 2×Urea 
buffer (8 M Urea、30 mM sucrose、10 mM Tris-HCl (pH 8.0)、4 mM DTT、2 % (w/v) 
SDS、1 mM EDTA)を加え、37°C で 30 分間インキュベートした。20400 g、20°C、
5 分間遠心し、上清を SDS-PAGE サンプルとした。イムノブロットの 1 次抗体に

は、免疫沈降で FLAG M2 を使用した際は抗 FLAG タグ抗体(Anti-DDDDK; MBL; 
1:3000)、HA-11 使用時は抗 HA タグ抗体(HA-11; COVANCE; 1:3000)を用い、2 次

抗体にはそれぞれ HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体(GE healthcare)、Trueblot anti-mouse 
IgG (eBioscience)を用いた。 
 
S. cerevisiae 亜鉛感受性変異体を用いた生育試験 
 S. cerevisiae の変異株である DY150 msc2 (MATa ade2 can1 his3 leu2 trp1 ura3 
msc2::HIS3) に対して、酢酸リチウム/一本鎖キャリア DNA/ポリエチレングリコ

ール法によって形質転換を行った[91]。SRaf 培地を用いて 30°C で 18 時間前培

養した後、SGal 培地で OD600 が 0.1 になるように希釈した。30°C で 1 時間イン

キュベートした後、25 µM の硫酸亜鉛を加えた YPGE 寒天培地に懸濁した培養

液を 5 µL 滴下した。その後プレートを 30°C 又は 37°C で 3 日間培養した。 
 

統計処理 

 全ての実験結果は平均値及び標準偏差として表し、統計学的処理には一元配

置分散分析法(One-way ANOVA(analysis of variance))を用いた。 
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Table S1.  RT-PCR に用いたプライマーの塩基配列     

遺伝子 プライマーの塩基配列 長さ(bp) サイクル数 

cZnT1 Forward(5’ to 3’) CGGCTGCTGTGCATGCTGGCGCTCACCTTC 1010 34 
Reverse (5’ to 3’) TGGGAACAGTCTGTAGAAGTATGAGGGCCG 

cZnT4 Forward(5’ to 3’) ATGGCCGGGCCCGGCCTGTGGAGCAGCATC 1288 34 
Reverse (5’ to 3’) AGGCACTGGAACTCTGACAACTTGCGCAGG 

cZnT5 Forward(5’ to 3’) GCTGTTTGAACACAGTGATGTGGTTGTGCT 778 28 
Reverse (5’ to 3’) AGTGCCTTCAGGAGAATAGCCAATAAGGGT 

cZnT6 Forward(5’ to 3’) TTCCGGTGCGGGGAGTACTATGGGGACAAT 905 34 
Reverse (5’ to 3’) CGGACATGGACCGATCCAGCCAAAGTGCCA 

cZnT7 Forward(5’ to 3’) ATGCTGCCCCTCTCCATTAAGGACGATGAG 1137 34 
Reverse (5’ to 3’) CTACATGGCTGCAACATCAATTTGTATGTA 

cMT2 Forward(5’ to 3’) ATGGACCCTCAGGACTGCACTTGTGCTGCT 192 40 
Reverse (5’ to 3’) TCAGTGGCAGCAGCTGCACTTGCTGCTGGC 

cMT2* Forward(5’ to 3’) TGACTCCTGCTCCTGTGCTGGGTCGTGCAA 129 21 
Reverse (5’ to 3’) GGTTCCTTGCAGACACAGCCCTTGGCACAG 

cTNAP Forward(5’ to 3’) CGCGGATCCATGAAGGCTTTCCTCCTCACC 1506 40 
Reverse (5’ to 3’) CTAGGAGCTGCAGTGCGCACGGTTGGGGCC 

cβactin Forward(5’ to 3’) TGCGTGACATCAAGGAGAAGCTGTGCTACG 500 40 Reverse (5’ to 3’) GAAGCATTTGCGGTGGACAATGGAGGGTCC 
* 2 段階 PCR に用いた。全ての反応に対して、アニーリング温度は 68 °C で行った。 
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