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要旨 
 

	
 亜鉛は生体にとって必須の微量金属元素であり、その重要な機能の一つとし

て、酵素タンパク質の構成因子となることがあげられる。ヒトにおいては 1,000

種類近くの酵素が亜鉛含有酵素であると推察されており、この中でも、亜鉛が

活性中心に配位し、補因子として触媒活性に必須の役割を果たしている酵素は

亜鉛要求性酵素と総称される。亜鉛要求性酵素は、細胞内外における様々な生

体反応を司っていることが知られ、これら酵素の発現や活性が適切に制御され

ることは、生命活動を維持する上でも非常に重要なプロセスとなる。 

	
 亜鉛要求性酵素の中でも、細胞外領域で機能する分泌型亜鉛要求性酵素は、

小胞体やゴルジ体からなる早期分泌経路において亜鉛を獲得し、酵素活性を呈

するようになると考えられている。実際に、分泌型亜鉛要求性酵素の一つであ

る tissue non-specific alkaline phosphatase (TNAP)の活性化過程には、早期分泌経路

で機能する亜鉛トランスポーター (Zinc transporter; ZnT)複合体である ZnT5- 

ZnT6ヘテロ複合体及び ZnT7ホモ複合体が、TNAPタンパク質の安定化ならび

に TNAPタンパク質への亜鉛配位に必須の役割を果たすことが明らかとなって

いる。一方、TNAP以外の分泌型亜鉛要求性酵素の活性化過程における ZnT複

合体の寄与に関してはほとんど明らかとなっていない。本研究では、がん細胞

の生存・増殖・浸潤能の亢進に寄与する分泌型亜鉛要求性酵素であり、がん治

療の標的因子としても近年注目を集める autotaxin (ATX)、matrix metalloproteinase 

9 (MMP9)、carbonic anhydrase IX (CAIX)といった 3つの酵素に着目し、これら酵

素の活性化過程に ZnT複合体が関与するか否かを明らかにすることを目的とし

て解析を行った。 

	
 まず、高い相同組換え効率を有するニワトリ DT40細胞野生株 (wild type株; 

WT株)や、WT株を用いて樹立した ZnT欠損株に ATX、MMP9、CAIXの各酵

素をそれぞれ安定発現させ、WT株や ZnT欠損株における各酵素の活性に違い

が生じるかを検証した。その結果、ATX活性は TNAP活性と同様、ZnT5-ZnT6

複合体及び ZnT7複合体が欠損したZnT5, ZnT6, ZnT7三重欠損株 (triple knockout

株; TKO株)において顕著に低下した。すなわち、ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7

複合体はATXタンパク質への適切な亜鉛配位に寄与している可能性が示された。

MMP9に関しては、細胞培養液中に分泌されたMMP9の活性が、TNAP活性や

ATX活性と同様、TKO株において低下した。加えて、培養液中に分泌された
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MMP9の発現量も TKO株において低下し、ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7複合体

がMMP9の活性化と分泌過程に寄与していることが示された。これに対し、

CAIX活性は TKO株において低下しなかった。すなわち、CAIXの活性化過程

には ZnT5-ZnT6複合体と ZnT7複合体以外の ZnT複合体が関与する可能性が考

えられた。そこで次に、CAIXの活性化過程に関与する ZnT複合体を特定する

ため、DT40細胞に高発現し、さらに早期分泌経路に局在が認められた ZnT4ホ

モ複合体に着目し、ZnT4単独欠損株、ならびに TKO株から更に ZnT4遺伝子を

欠損させた ZnT4, ZnT5, ZnT6, ZnT7四重欠損株 (quadruple knockout株; QKO株)

を樹立して解析を行った。結果、ZnT4単独欠損株では CAIX活性は低下しなか

った。一方、QKO株において CAIX活性は低下し、低下した CAIX活性は、ZnT4

を再発現させた場合のみならず、ZnT5と ZnT6とを再発現させた場合、ZnT7を

再発現させた場合のいずれにおいても回復が認められた。すなわち、CAIXの活

性化過程には、少なくともいずれか一つの ZnT複合体を介して輸送された亜鉛

が必要であることが明らかとなり、各々の ZnT複合体が CAIXタンパク質への

適切な亜鉛配位に等価に寄与していることが考えられた。 

	
 以上より、ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7複合体は、がん促進性分泌型亜鉛要求

性酵素である ATX、MMP9、CAIXの活性化過程に寄与することを明らかにした。

また CAIXの活性化過程には ZnT5-ZnT6複合体、ZnT7複合体に加え、ZnT4複

合体が寄与することを見出し、各酵素の活性化過程における ZnT複合体の作用

機序はそれぞれ異なっている可能性を示した。本結果は、がんの進行抑制や治

療に繋がる有用な知見となると同時に、分泌型亜鉛要求性酵素の活性化過程の

制御に関わる ZnT複合体の役割についての新たな知見となるものである。 
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略語集	
 

	
 

ACTZ: acetazolamide 
ALP: alkaline phosphatase 
ATX: autotaxin 
BSA: bovine serum albumin 
CA: carbonic anhydrase  
CBB: coomassie brilliant blue 
CNX: calnexin 
CX: chelex 
DTT: diethanolamine 
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid  
Enpp: ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 
FBS: fetal bovine serum 
HBSS: Hank’s balanced salt solution 
HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
LPA: lysophosphatidic acid 
LPC: lysophosphatidylcholine 
LL2: luminal loop 2 
MMP: matrix metalloproteinase 
MT: metallothionein 
PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis 
PBS: phosphate buffered saline 
PLAP: placenta alkaline phosphatase 
p-NPP: p-nitrophenyl phosphate 
PP-motif: di-proline motif 
PVDF: polyvinylidene difluoride 
QKO: quadruple knockout 
RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction 
SDS: sodium dodecyl sulfate 
SLC: solute carrier  
TKO: triple knockout 
TNAP: tissue non-specific alkaline phosphatase 
WT: wild type 
ZIP: Zrt, Irt-like protein 
ZnT: zinc transporter 
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序論 
 

生体における亜鉛の生理機能	
 

	
 亜鉛は生体にとって必須の微量金属元素である。亜鉛の重要な生理機能の一

つとして、タンパク質の構成因子としての機能があげられ、亜鉛は、タンパク

質の構造因子や、酵素タンパク質の触媒因子として機能している (1-6) (Fig. 0-1)。

近年報告されたプロテオーム解析の結果からは、ヒトにおいて約 3,000種類のタ

ンパク質が亜鉛含有タンパク質であると見積もられており、その内の約三分の

一にあたる 1,000種類近くが亜鉛含有性の酵素であると予想されている (1,2)。

金属含有酵素の中でも亜鉛含有酵素は、基質・反応特異性を基に 6種類に分類

されたEnzyme commission番号 (EC番号 :EC 1. Oxidoreductase, EC 2. Transferase, 

EC 3. Hydrolase, EC 4. Lyase, EC 5. Isomerase, EC 6. Ligase)の全てにクラス、亜鉛

含有酵素が司る反応が生体内において極めて多様であることが推察できる(1-3)。

また近年、細胞内外の亜鉛イオン濃度の増減が様々なシグナル経路の制御に寄

与することも報告されており、亜鉛の細胞内外のシグナル調整因子としての機

能も明らかになってきた (5)。 

 

 

Figure 0-1. タンパク質の構成因子として機能する亜鉛  

タンパク質の構成因子となる亜鉛は、①タンパク質の構造因子ならびに②酵素タンパク質の触

媒因子として機能するものの二つに大別される (1,2)。酵素タンパク質の活性中心に亜鉛が補因
子として配位する酵素は亜鉛要求性酵素と総称され、亜鉛は酵素の触媒活性に必須の役割を果

たす。なお亜鉛イオンを黄色の円で示す。 
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亜鉛ホメオスタシスの維持に関わる亜鉛トランスポーター	
 

	
 亜鉛の生理的機能は非常に多岐に渡るため、亜鉛ホメオスタシスは細胞レベ

ルにおいて非常に厳密に制御される必要がある。亜鉛は細胞内で二価陽イオン

として安定に存在しており、亜鉛ホメオスタシスの維持には、金属貯蔵タンパ

ク質であるメタロチオネイン (metallothionein; MT)や、Solute carrier family (SLC)

に属する Zinc transporter (ZnT) family/ SLC30A family及び Zrt, Irt-like protein (ZIP) 

family/ SLC39A familyが重要な役割を果たしている (6)。ZnT familyは細胞質か

ら細胞外、もしくは細胞小器官内腔への亜鉛輸送を司ることで細胞質亜鉛レベ

ルを減少させる方向に機能し、ZIP familyは細胞外から細胞質、もしくは細胞小

器官内腔から細胞質への亜鉛輸送を司ることで細胞質亜鉛レベルを上昇させる

方向に機能する。ヒトにおいては 9種類の ZnTトランスポーターならびに 14種

類の ZIPトランスポーターが亜鉛輸送の中核を担っており、これらの働きによ

って細胞内亜鉛ホメオスタシスは非常に厳密に保たれている (6) (Fig. 0-2)。特に

小胞体やゴルジ体からなる早期分泌経路においては、数多くの亜鉛含有タンパ

ク質や亜鉛含有酵素タンパク質に亜鉛が適切に供給される必要があるため、数

多くの ZnT、ZIPトランスポーターがその亜鉛ホメオスタシス維持に寄与してい

る (7,8)。 

	
 

Figure 0-2. 亜鉛トランスポーターZIPと ZnTの細胞内局在  
これまでに明らかとなっている ZIPトランスポーター及び ZnTトランスポーターの細胞内にお
ける主要な局在部位を模式的に示す。ZIP、ZnTトランスポーターの中には、特定の細胞や細胞
小器官に発現するものや、細胞内亜鉛濃度に応じて局在を変化させるものもある (6)。
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分泌型亜鉛要求性酵素	
 

	
 亜鉛含有酵素タンパク質において、亜鉛は構造因子としてタンパク質の構造

安定性に寄与する他、酵素タンパク質の活性中心に配位することで、酵素の触

媒活性に必須の役割を果たす補因子として機能することが知られる (1-4, 8)  

(Fig. 0-1)。このような亜鉛を必須の補因子とする酵素は亜鉛要求性酵素と総称さ

れ、亜鉛含有酵素の内おおよそ半数以上酵素が亜鉛要求性酵素であるとの推察

もなされている (2)。中でも細胞膜上や細胞外領域で機能する分泌型亜鉛要求性

酵素は、早期分泌経路において活性中心の亜鉛を獲得し、酵素活性を呈するよ

うになると考えられており (7,8)、分泌型亜鉛要求性酵素の活性化過程には、亜

鉛が、細胞質から早期分泌経路を構成する細胞小器官内腔に輸送された後、輸

送された亜鉛が適切に酵素タンパク質へと供給されることが極めて重要なプロ

セスであると想定される。 

 

亜鉛トランスポーターZnTを介した分泌型亜鉛要求性酵素の活性化過程に関す
る知見	
 

	
 早期分泌経路内への亜鉛輸送に関しては、ZnT familyの中でも ZnT5及び ZnT7

が中心的な役割を担っている。ZnT5は、亜鉛輸送能を持たない ZnT6とヘテロ

二量体 (ZnT5-ZnT6複合体)を形成すること、ZnT7はホモ二量体 (ZnT7複合体)

を形成することが明らかとなっており、これら ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7複

合体が、分泌型亜鉛要求性酵素の一つである組織非特異型アルカリホスファタ

ーゼ (tissue non-specific alkaline phosphatase; TNAP)の活性化過程に必須の役割を

果たすことも明らかとなっている (Fig. 0-3) (9-12)。 

	
 TNAPは、活性中心に 2つの亜鉛イオンが配位した膜結合型の亜鉛要求性酵素

であり、TNAP遺伝子の変異は骨形成の異常を伴う低ホスファターゼ症の原因と

なることが知られている (13-15)。これまでのニワトリリンパ B細胞由来 DT40

細胞を用いた種々の解析から、TNAP活性は、亜鉛欠乏に応じて鋭敏に低下する

のみならず、ZnT5, ZnT6, ZnT7三重欠損株 (triple knockout株; TKO株)において

ほぼ完全に消失することが明らかとなっている (12)。また、ZnT5-ZnT6複合体

及びZnT7複合体の欠損によって apo型TNAPタンパク質が細胞内タンパク質分

解経路によって迅速に分解されることや、消失した TNAP活性が ZnT5-ZnT6複

合体及び ZnT7複合体の再発現によって回復し、かつ TNAPタンパク質の分解も

抑制されることも明らかとなっている (12)。すなわち、ZnT複合体は、①apo

型 TNAPタンパク質の安定化、ならびに②apo型 TNAPタンパク質への亜鉛供
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給といった 2段階の制御機構を介して TNAPの活性化過程に必須の役割を果た

すことが示されている (Fig. 0-3A)。 

	
 加えて近年の解析から、9種類の ZnTトランスポーターの中でも ZnT5及び

ZnT7において、種を超えて高度に保存されている di-proline motif (PP-motif)が、

TNAPタンパク質への適切な亜鉛配位に寄与することが示されている (16)。ZnT 

familyは一般に 6回の膜貫通領域を持つことが知られるが、PP-motifは ZnT5と

ZnT7の細胞小器官内腔の2番目のループ領域 (luminal loop 2; LL2)に位置してい

る (ZnT5に関しては 15回の膜貫通領域を持つため、正確には 6番目のループ領

域となるが、PP-motifは亜鉛輸送に必須の cation efflux domainを構成する 6回膜

貫通領域の 2番目のループ領域に位置するため、便宜上 LL2と示す) (6,16)。こ

の PP-motifをアラニン置換した変異型 ZnT5 (ZnT5PP-AA)、ZnT7 (ZnT7PP-AA)を用

いた解析では、TKO株に ZnT5PP-AAと ZnT6、あるいは ZnT7PP-AAを再発現させて

も低下した TNAP活性はほとんど回復しない。一方、PP-motifのアラニン変異

によっても ZnT複合体の亜鉛輸送能は損なわれないことも示唆されており、分

泌経路内における ZnT5-ZnT6、及び ZnT7複合体から TNAPタンパク質への亜鉛

の配位過程においても、ZnT複合体を介した複雑な分子機構が存在する可能性

が示されている (16)  (Fig. 0-3B)。 

	
 また一方で、TNAPが適切に酵素活性を呈するようになるためには、早期分泌

経路における ZnT複合体を介した亜鉛動態の制御が必要であるのみならず、細

胞質においてもその亜鉛動態が正常に維持される必要があるということも明ら

かとなっている (17)。細胞内の遊離亜鉛イオン濃度は pM (10-12 M)以下の低いレ

ベルに保たれていると予想されているが (18)、金属貯蔵タンパク質であるMT、

細胞外に亜鉛を排出する ZnT1、細胞小胞内への亜鉛輸送に機能する ZnT4とい

った細胞質亜鉛代謝の維持に寄与する 3つの分子を欠損させた ZnT1, MT, ZnT4

三重欠損株 (Δ1M4株)においては、細胞質亜鉛レベルは顕著に増加する。一方、

Δ1M4株においては、TNAPの活性化に必須である ZnT5-ZnT6複合体、ZnT7複

合体が正常に発現しているにも関わらず、細胞質亜鉛ホメオスタシスが破綻し

たことでTNAP活性が顕著に低下する。加えて、Δ1M4株において低下したTNAP

活性は、細胞質亜鉛レベルを減少させても回復しない一方、逆に過剰量の亜鉛

によって細胞質亜鉛レベルをさらに増加させることで部分的に回復することが

明らかとなっている (17)。すなわち、細胞質の亜鉛ホメオスタシスが破綻する

ことで、細胞質の亜鉛イオンが ZnT5-ZnT6及び ZnT7複合体に適切に受け渡さ



 9 

れなくなっている可能性が示されており、ZnT1及びMT、ZnT4によって協調的

に細胞質亜鉛動態が制御されることが TNAPの活性化過程には重要な過程であ

ることが考えられる(Fig. 0-3A)。 

 

 
Figure 0-3. 分泌型亜鉛要求性酵素 TNAPの活性化過程のモデル図  

A, これまでに明らかとなっている TNAPの活性化過程の分子機構を示す。ZnT5-ZnT6複合体な
らびに ZnT7複合体は、早期分泌経路において、①apo型 TNAPタンパク質の安定化、ならびに
②apo型 TNAPタンパク質への亜鉛配位に機能する。両複合体が欠損すると、apo型 TNAPタン
パク質は速やかに分解される (12)。また、ZnT1、メタロチオネイン (MT)、ZnT4を介した細胞
質亜鉛の動態制御されることも TNAPの適切な活性化に必要である。細胞質亜鉛レベルが厳密
に制御されることによって、ZnT5-ZnT6複合体ならびに ZnT7複合体に適切に受け渡されるよう
になると考えられる (17)。B, TNAPの活性化過程における PP-motifの役割。ZnT5と ZnT7の細
胞小器官内腔側に位置する 2番目のループ領域 (Luminal loop 2)には、2つのプロリン残基が高
度に保存されている。この PP-motifは、亜鉛が通過するポア領域の出口付近に位置しているこ
とが推定されており、細胞質から早期分泌経路内に輸送された亜鉛の TNAPタンパク質への配
位過程に寄与していると考えられる (16)。図には、ZnT5のものを例として模式的に示す。また、
ZnTトランスポーターの膜貫通領域Ⅱ及びⅤには、ポア領域の亜鉛結合サイトである HD-HD 
motifが高度に保存されている (ZnT6を除く) (6)。なお、亜鉛イオンを黄色の円で示す。 
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ニワトリ DT40細胞を用いた遺伝子欠損−発現系の解析手法の有用性	
 
	
 前述のように、ニワトリリンパ B 細胞由来 DT40 細胞を用いて、亜鉛ホメオ

スタシスの制御機構をはじめ、亜鉛トランスポーターの機能解析や、上述の分

泌型亜鉛要求性酵素 TNAP の活性化過程に関する種々の解析が行われてきた

(9-12,16,17,19-21)。DT40 細胞は、相同組換え効率が高く、標的遺伝子の欠損株

が容易に樹立できるという特性を持つ (22,23)。また DT40 細胞は、哺乳動物に

おいて、細胞の恒常性維持に必要不可欠と考えられる数多くのタンパク質を発

現していることから、標的因子の機能解析に有用な細胞であると考えられてい

る (22,23)。実際に、前述したように、内因性の ZnT5及び ZnT7の欠損によって、

内因性 TNAPのみならず、外来的に発現させた human TNAPの活性も低下する

ことが明らかとなっている。また、内因性 TNAP及び human TNAPの活性は、

human ZnT5と human ZnT6、もしくは human ZnT7を再発現させることで共に回

復する (9,12)。一方、ZnT1、ZnT2、ZnT3、ZnT4、ZnT8といった他の human ZnT

の外来的な発現は、TNAP 活性に影響を与えないことも示されている (12)。す

なわち、DT40 細胞を用いた ZnT 遺伝子欠損−再発現系の解析手法は、標的遺伝

子の欠損や外来的な発現によっても、本来細胞が有している分子機構を損なう

ことなくその詳細な機能を解析できるという利点を有していることが分かる。

加えて、外来的に発現させた human placenta alkaline phosphatase (PLAP)の活性化

過程にも ZnT5-ZnT6 複合体及び ZnT7 複合体が寄与していることが示されてお

り (9)、TNAP以外の分泌型亜鉛要求性酵素の活性化過程を検証する上でも本解

析手法が有用なアプローチであると考えられる。 

 

がん促進性分泌型亜鉛要求性酵素	
 

	
 これまでの TNAPに関する解析から、TNAPの活性化過程には、早期分泌経

路における ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7複合体を介したタンパク質の成熟過程

や亜鉛配位過程、細胞質における ZnT1、MT、ZnT4を介した亜鉛動態の適切な

制御が必要であることが明らかとなっている。一方で、TNAP以外の亜鉛要求性

酵素に関する解析は非常に限られており、その活性化過程の分子機構に関して

はほとんど明らかとなっていない。分泌型亜鉛要求性酵素の中には、生命活動

の維持に関わる様々な生理反応を司る酵素のみならず、がんをはじめとした

様々な疾患の発症や進行に関与する酵素も多く存在しており、その病理学的な

機能に関しても近年注目が集まっている (8)。中でも、がんの進行や転移に関与

する分泌型亜鉛要求性酵素であるオートタキシン (autotaxin; ATX)、マトリック
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スメタロプロテアーゼ (matrix metalloproteinase; MMP)、カルボニックアンヒド

ラーゼ (carbonic anhydrases; CA)といった 3つの酵素は、がん治療の潜在的な標

的因子として特に注目を集めている (24-29)。特に、これらのがん促進性分泌型

亜鉛要求性酵素を標的とした、酵素活性阻害剤に関する研究は盛んに行われて

おり、中には ATX、MMP、CAの活性を同時に阻害できる低分子化合物も報告

されている (27)。 

	
 ATXは、ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase (Enpp) familyに属する、

細胞外分泌型の亜鉛要求性酵素であり、Enpp2としても知られる酵素である (30)。

ATXの活性中心には 2つの亜鉛イオンが補因子として配位しており、その配位

形態は TNAPのものと似た形態をとることが明らかとなっている (14,31,32)。

ATXは、悪性がん細胞の培養液上清から単離されたオートクリン型の細胞遊走

促進因子であり、リゾホスホリパーゼ D活性によって、細胞外のリゾホスファ

チジルコリン (lysophosphatidylcholine; LPC)を加水分解することでリゾホスファ

チジン酸 (Lysophosphatidic acid; LPA)とコリンを産生する (30)。LPAは、Gタン

パク質共役受容体である LPA受容体を活性化することで細胞増殖や分化、遊走

などといった種々の細胞応答を引き起こす脂質メディエーターとして機能する

ことが知られており、ATXの発現亢進は、がん細胞の増殖や転移、腫瘍形成の

亢進や悪性度の増強に関わることも報告されている (33,34)。MMPは、細胞外

マトリックスの主要な構成成分を分解する酵素であり、MMP familyには 20種

類以上の酵素が分類されている (35)。中でも、細胞基底膜の構成成分である IV

型コラーゲンを基質とするMMP2ならびにMMP9は、活性中心に 1つの亜鉛イ

オンが配位する細胞外分泌型のゼラチナーゼであり、創傷治癒や胚発生、血管

新生などに幅広く関与する他、両酵素の発現亢進はがん細胞の転移能や浸潤能

の亢進と密接に関連していることが広く知られている (24, 36)。CAは、二酸化

炭素を水和して重炭酸イオンとプロトンを産生する反応 (CO2 + H2O ⇄ H+ + 

HCO3
-)を両方向に触媒し、細胞内外における pHバランスを制御する亜鉛要求性

酵素である (25)。13種類の活性型アイソザイムが報告されている CA familyの

中でも、CAIXは、悪性がん細胞においてがん関連タンパク質として同定された

膜結合型の酵素であり、その活性中心には 1つの亜鉛イオンが配位している 

(37,38)。CAIXは、がん細胞周辺領域の pHバランスを制御することで、がん細

胞の増殖や浸潤、生存能の亢進に関わることが知られるが、がん診断における

バイオマーカーとしての可能性にも注目が集まっている (39-42)。従って、これ
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ら ATX、MMP9、CAIXの活性化過程に関わる因子や、その詳細な作用機序が明

らかとなれば、がん治療への応用が期待できる新規の知見となり得る。 
 

本研究の概要	
 

	
 本研究では、TNAPとの比較により、がん促進性分泌型亜鉛要求性酵素である

ATX、MMP9、CAIXの活性化過程に ZnT5-ZnT6複合体や ZnT7複合体が寄与す

るか否かを検証した。解析には、DT40細胞野生株 (wild type株; WT株)や、WT

株を用いて樹立した ZnT単独もしくは多重欠損株を用い、ZnT複合体の欠損や

再発現によって各酵素の活性が変化するかを検証した。その結果、ATXの活性

化過程には TNAPの場合と同様、ZnT5-ZnT6複合体と ZnT7複合体が必須の役割

を果たすことを明らかとした。しかし ZnT複合体の機能は、酵素タンパク質へ

の亜鉛配位や、酵素タンパク質の安定性制御といった点に関して TNAPの活性

化過程における機能とは異なることを見出した。MMP9に関しては、ZnT5-ZnT6

複合体及び ZnT7複合体が、早期分泌経路におけるMMP9の活性化、ならびに

MMP9タンパク質の成熟過程や分泌過程の制御に関与していることを明らかと

した。CAIXに関しては、ZnT5-ZnT6複合体、ZnT7複合体に加えて、ZnT4複合

体が早期分泌経路における CAIXの活性化過程に等価に寄与することを明示し、

上記 3経路の内、少なくともいずれか一つの経路を介することで CAIXタンパ

ク質へと亜鉛が適切に配位される可能性を示した。 

	
 本結果により、ZnT複合体を介した分泌型亜鉛要求性酵素の活性化過程の新

たな一面を明らかとしたのみならず、ZnT複合体の新規機能を明らかとした。

また、がん促進性分泌型亜鉛要求性酵素の活性化過程は各酵素で異なることを

示し、がんの進行抑制や治療に繋がることが期待される有用な知見を得た。 
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結果	
 

 
第 1節 ZnT5-ZnT6複合体と ZnT7複合体は、TNAPと同様、ATXの活性化過程
に必須の役割を果たす 
 

1-1. LPCを基質とした活性測定系は ATX活性を選択的に検出できる  

	
 ATXは、リゾホスホリパーゼ D活性を有する分泌型亜鉛要求性酵素であり、 

リゾホスファチジルコリン (lysophosphatidylcholine; LPC) のリン酸モノエステ

ル結合を加水分解することで、リゾホスファチジン酸 (Lysophosphatidic acid; 

LPA)とコリンを産生する酵素である (30)。その活性中心には、補因子として機

能する 2 分子の亜鉛が配位しており、その配位形態は、TNAP をはじめとした

ALP のものとよく似た形態であることが報告されている (14,31,32)。すなわち、

ATX に関しても TNAP と同様、その活性化過程に ZnT5-ZnT6 複合体ならびに

ZnT7 複合体が寄与している可能性が強く示唆された。そこで本研究ではまず、

DT40細胞野生株 (wild type株; WT株)ならびに ZnT欠損株を用いて上記の可能

性を検証した。WT株を用いて RT (reverse-transcription)-PCR解析を行った結果、

chicken βActin (cβActin) mRNAが検出された一方で、cATX mRNAは検出されな

かった (Fig. 1-1A)。そこで本研究ではまず、ATXを安定発現させたWT株を樹

立し (Fig. 1-1B)、LPCを基質とする活性測定系を用いて、外来的な ATXの発現

によって LPC を基質とする酵素活性が増加するか否かを検証した。加えて、

TNAPが ATXと同様、リン酸モノエステル結合の加水分解活性を有する酵素で

あることをふまえ、TNAP を安定発現させた WT 株を用い、LPC を基質とした

酵素活性測定系によって ATX 活性を選択的に測定できるかを確かめた。結果、

ATXを安定発現させたWT株では、LPCを基質とした酵素活性が顕著に増加し

た一方、TNAPの基質である p-nitrophenyl phosphate (p-NPP)を基質とした酵素活

性はほとんど検出されなかった (Fig. 1-1C and D)。逆に TNAPを安定発現させた

WT株では、LPCを基質とした酵素活性は検出されなかったが、p-NPPを基質と

した酵素活性は顕著に増加した (Fig. 1-1C and D)。以上の結果から、本研究で用

いた LPC を基質とした ATX 活性測定系は、DT40 細胞に安定発現させた ATX

の活性を選択的に検出できることが示された。 
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Figure 1-1. LPCを基質とした ATX活性測定系の確立  

A, DT40細胞における chicken ATX (cATX) mRNAの発現確認。B, ATX発現WT株、ならびに TNAP
発現WT株の樹立。ATXならびに TNAPの発現はイムノブロッティングによって確認した。な
おローディングコントロールとして calnexin (CNX)を用いた。 C, ATX、TNAP発現株における
LPCを基質とした ATX活性測定の結果。D, ATX、TNAP発現株における p-NPPを基質とした
TNAP活性測定の結果。ATX活性の測定には各々の細胞株から回収した 10 µgの膜画分を (C)、
TANP活性の測定には 2 µgの膜画分をそれぞれ用いた (D) (n = 3)。  

 

1-2. ATXの活性化過程には ZnT5-ZnT6複合体、ZnT7複合体が必須である  

	
 次に、ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7複合体が、TNAPの場合と同様、早期分泌

経路における ATX の活性化過程に寄与するか否かを検証した。本研究では、

ZnT5, ZnT6 二重欠損株 (Δ5Δ6 株)、及び ZnT5, ZnT6, ZnT7 三重欠損株 (triple 

knockout株; TKO株)を用いて ATX安定発現株を樹立し、1-1.で用いた ATX活性

測定系によって ATX活性を測定した。結果、Δ5Δ6株、TKO株の両株において、

ATXタンパク質はWT株のものと同程度に発現しているにも関わらず、ATX活

性が Δ5Δ6株では 30%程度、TKO株では 5%未満にまで低下し、同一株における

内因性の TNAP活性と同様、ZnT5-ZnT6、ZnT7両二量体の欠損によって顕著に

低下した (Fig. 1-2A and B)。また、TKO株において低下した ATX活性は、ZnT5

と ZnT6の再発現、ならびに ZnT7の再発現によって回復した。一方、終濃度 0, 

25, 50 µMの ZnSO4を含む培地にて TKO株を 48時間培養した場合では、低下し

た ATX活性は回復しなかった (Fig. 1-2C and D)。以上の結果から、ATXの活性

化過程には、TNAP 同様、ZnT5-ZnT6、ZnT7 両複合体が必須の役割を果たして

いることが明らかとなった。また、両 ZnT複合体が欠損しても ATXタンパク質

は安定して発現することから、両 ZnT複合体を介した apo型 ATXタンパク質へ

の亜鉛配位が ATXの活性化過程に重要なプロセスであり、ATXは亜鉛が配位し

ていない apo型でも安定的に存在できることが示唆された。 

0

0.8

0.4

1.2

1.6

A
TX

ά
ᛶ

 
[U

/m
g 

m
b.

 p
ro

te
in

]

-ATX   :
-TNAP   :

WT

+ -
- +

*

ATX

CNX

TNAP

75 kDa

63 kDa
100 kDa

100 kDa

75 kDa

-ATX   :
-TNAP   :

WT

+ -
- +

0

20

10

30

40

TN
A

P
ά
ᛶ

 [U
/m

g 
m

b.
 p

ro
te

in
]

-ATX   :
-TNAP   :

WT

+
- +

*

-

A B C

cȕDFWLQ

cA
TX

RT(-)
RT(+)

1000
850
650
500

(bp)

D



 15 

 

Figure 1-2. ATXの活性発現には ZnT5-ZnT6複合体もしくは ZnT7複合体が必要である  

A, ZnT5, ZnT6二重欠損株 (Δ5Δ6株)、及び ZnT5, ZnT6, ZnT7三重欠損株	
 (triple knockout株; TKO
株)に発現させた ATXの活性測定の結果。各レーンの下には、WT株、Δ5Δ6株、TKO株の各々
において検出された ATXタンパク質のバンドのシグナル強度を定量化した数値を示した。なお
定量化は、各株における ATXのシグナル強度を CNXのシグナル強度で標準化した後WT株に
おけるものを基準値 (1.00)とし、それに対する相対値を各々示した。 B, Aで用いた細胞株にお
ける内因性 TNAPの活性測定の結果。各株における ZnTの欠損は RT-PCR解析によって確認し
た (right panel)。 C, ZnT再発現株における ATX活性測定の結果。D, 亜鉛添加培地にて培養し
たWT株及び TKO株を用いた ATX活性測定結果。A~Dにおいて、ATX活性の測定には 10 µg、
TANP活性の測定には 2 µgの膜画分をそれぞれ用いた (n = 3)。 A, C, Dにおいて、ATX及び、
FLAG-ZnT5、FLAG-ZnT5PP-AA、ZnT6-HA、ZnT7-HAの発現はイムノブロッティングによって確
認した。なおローディングコントロールとして CNXを用いた。 
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1-3. TNAPの活性化過程に重要な役割を果たす PP-motifは、ATXの活性化

過程には大きく寄与しない  

	
 解析 1-2. から、ATX の活性化過程には TNAP 同様、ZnT5-ZnT6、ZnT7 複合

体が必須であることが明らかとなった。しかしながら、TNAP は両 ZnT 複合体

の欠損によって apo 型タンパク質の安定性が低下して分解される (12)のに対し、

ATXは ZnT複合体が欠損しても apo型タンパク質は安定的に発現とするという

顕著な違いが認められた。近年の研究から、ZnT5の細胞小器官内腔側に位置す

る 2番目のループ領域に存在する di-proline motif (PP-motif)が、早期分泌経路に

おける TNAP タンパク質への適切な亜鉛配位に重要な役割を果たすことが示さ

れている (16)。そこで、この PP-motifが ATXの活性化過程やタンパク質の安定

性に関与している可能性を検証するため、ZnT5の PP-motifをアラニン置換した

変異体 (ZnT5PP-AA)を用いて解析を実施した。結果、ATX 及び ZnT5PP-AA、ZnT6

を共に発現させた TKO株において、ATX活性は ZnT5と ZnT6とを共に発現さ

せた場合と比較して約 50%程度回復した (Fig. 1-3A)。一方、同一細胞株におい

て、内因性 TNAP の活性は、ZnT5PP-AAと ZnT6 とを共に発現させた場合ではほ

とんど回復しなかった (Fig. 1-3B)。また ZnT5と ZnT6、ZnT5PP-AAと ZnT6とを

共に発現させたいずれの場合においても、ATX の発現量に関して大きな違いは

認められなかった (Fig. 1-3A, right panel)。すなわち、PP-motifは ATXの活性化

過程に関与している一方で、その寄与の程度は、TNAPの活性化過程における寄

与の度合いと比較して小さいということが明らかとなった。 

	
 以上 1-1. から 1-3. の解析によって、ATXの活性化には TNAPの場合と同様、

ZnT5-ZnT6複合体と ZnT7複合体が必須の役割を果たすことを明らかにした。し

かしながら、そのZnT5-ZnT6、ZnT7両複合体を介したATXの活性過程にはTNAP

のものとは異なる点も認められ、早期分泌経路内に輸送された亜鉛の酵素タン

パク質への配位や、酵素タンパク質の安定性制御に関して異なる分子機序が働

いている可能性が示された。 
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Figure 1-3. PP-motifは ATXの活性化過程に寄与する  

A, ZnT5及び ZnT5の PP-motifをアラニン置換した変異体 (ZnT5PP-AA)と ZnT6との再発現株にお
ける ATX活性測定の結果。 B, Aで用いた細胞株における内因性 TNAPの活性測定の結果。ATX
活性の測定には 10 µg、TANP活性の測定には 2 µgの膜画分をそれぞれ用いた (n = 3)。ATX及
び、FLAG-ZnT5、FLAG-ZnT5PP-AA、ZnT6-HAの発現はイムノブロッティングによって確認し、
ローディングコントロールとして CNXを用いた。 
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第 2節 ZnT5-ZnT6複合体と ZnT7複合体は、MMP9の活性化と細胞外への分泌
に重要な役割を果たす 

 

2-1. ZnT5-ZnT6複合体と ZnT7複合体の欠損によって MMP9、MMP2活性

ならびに両酵素タンパク質の細胞培養液中への分泌量が低下する  

	
 本研究では次に、MMP9やMMP2のゼラチナーゼ活性が ZnT5-ZnT6複合体、

ZnT7複合体によって制御されるのかを検証した。まず、MMP9もしくはMMP2

を安定発現させた DT40WT株および TKO株を樹立し、両酵素の活性を、各細

胞株の細胞培養液上清を用いたゼラチンザイモグラフィー法 (非還元条件下)に

よって測定した。また、細胞培養液中に分泌された両酵素タンパク質の発現量

をイムノブロッティング (還元条件下)によって確認した。結果、非還元条件下

におけるゼラチンザイモグラフィー解析において、MMP9を発現させたWT株

では、88 kDa周辺にMMP9活性を示す顕著なバンドが検出された。一方、TKO

株においては、MMP9活性を示すバンドが著しく減少し、細胞培養液中に分泌

されたMMP9タンパク質レベルも同様に大きく低下した (Fig. 2-1A)。同様の解

析をMMP2に関して実施した結果、MMP9の結果と同様、WTにおいて 63 kDa

周辺 (非還元条件下)に検出されたMMP2活性を示すバンドは TKO株において

顕著に減少し、細胞培養液中に分泌されたMMP2タンパク質レベルも低下した 

(Fig. 2-1B)。対照的に、細胞培養液中に分泌された ATX (Secretory-ATX)のタン

パク質レベルは TKO株においても減少せず、各株における細胞内 ATX 

(Intracellular-ATX)のタンパク質レベルと比較しても顕著な違いは認められなか

った。すなわち、ZnT5-ZnT6、ZnT7両複合体が欠損しても DT40細胞が有する

タンパク質分泌能に大きな影響はないことが示された。(Fig. 2-1C)。以上の結果

から、ZnT5-ZnT6、ZnT7両複合体がMMP9の活性化や分泌過程に重要な役割を

果たしていることが明らかになった。 
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Figure 2-1. MMP9及び MMP2の活性発現ならびに細胞外分泌には ZnT複合体が寄与する  

A, MMP9発現株を用いたゼラチンザイモグラフィー解析の結果。MMP9の解析には、2.0×106個

の細胞を 4 時間インキュベートした血清非含有細胞培養液 500 µl から分取した細胞培養液上清
16 µl を用いた。なお MMP9 活性を定量化した数値をグラフ化したものを右に示した (right 
graph) (n = 3)。定量化した数値は、活性・タンパク質発現量ともに、WT株における数値を基準
値 (1.00)とし、それに対する TKO株のものを示した。B, WT株、TKO株を用いたゼラチンザイ
モグラフィー解析の結果。MMP2 に関して、MMP9 の解析条件に若干の調整を加えた同様の手
法 (材料ならびに手法−MMP9 及び MMP2 活性の検出の項を参照)を用いて同様の解析を実施し
た。なお MMP2活性を定量化した数値をグラフ化したものを右に示した (right graph)。C, ATX
安定発現株における、培養液中へと分泌された ATX タンパク質 (Secretory-ATX)、及び細胞内
ATXタンパク質 (Intracellular-ATX)の発現レベル。Secretory-ATXの発現確認には、2.0×106個の

細胞を 4時間インキュベートした血清非含有細胞培養液 500 µlから分取した細胞培養液上清 16 
µl を用いた。ATX 発現はイムノブロッティングによって確認し、ローディングコントロールと
して tubulinを用いた。 

 

2-2. ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7複合体の再発現によって、MMP9活性な

らびに MMP9タンパク質の細胞培養液中への分泌量が回復する  

	
 解析 2-1. から、MMP9、MMP2両酵素の活性化過程にも TNAPや ATXと同

様、ZnT複合体が寄与することが明らかとなった。そこで次に、MMP2と比較

して ZnT複合体の欠損による酵素活性の低下、ならびに分泌量の低下がより顕

著に認められたMMP9に着目し、ZnT複合体の寄与に関して詳細な解析を実施

した。 

	
 まず解析 2-1. と同様の手法によって、TKO株に ZnT5と ZnT6もしくは ZnT7

を再発現させた場合における、培養液中のMMP9活性を評価した。結果、各 ZnT

複合体の再発現によって、TKO株で低下したMMP9活性、ならびに細胞培養液

++MMP9   :

WT TKO

-
100 kDa

75 kDa

Zymography

 MMP9 100 kDa

++MMP2   :

WT TKO

-

63 kDa

Zymography

 MMP2
75 kDa

75 kDa

Secretory-ATX

Intracellular-ATX

- +ATX   : +
WT TKO

tubulin

100 kDa

100 kDa

135 kDa

135 kDa

63kDa

A

M
M

P
9
ά
ᛶ

[I
n

te
n

s
it
y
 r

a
ti
o

 o
f 

z
y
m

o
g

ra
p

h
y
] 

MMP9   :

WT

+
0

0.4

0.8

1.2

*

TKO

+

B

M
M

P
2
ά
ᛶ

[I
n

te
n

s
it
y
 r

a
ti
o

 o
f 

z
y
m

o
g

ra
p

h
y
] 

MMP2   :

0

0.4

0.8

1.2

*

WT

+
TKO

+

C



 20 

中へのMMP9タンパク質の分泌量は回復した (Fig. 2-2A)。また、同一細胞株に

おける内因性 TNAP活性の回復も同様に認められた (Fig. 2-2B)。以上から、

ZnT5-ZnT6、ZnT7両複合体は TNAPや ATXの場合と同様に、MMP9の適切な

活性発現に必要であることが明らかになった。一方、両複合体は、TNAPや ATX 

の場合とは異なり、MMP9の分泌にも必須の役割を果たしていることが新たに

示され、両複合体が酵素ごとに異なる機能によって、その活性化過程に寄与し

ている可能性が示された。 

 

 
 

Figure 2-2. ZnT複合体は MMP9の活性発現と細胞外分泌に必須である  

A, ZnT再発現株を用いたゼラチンザイモグラフィー解析の結果。解析には、2.0×106個の細胞を

4時間インキュベートした血清非含有細胞培養液 500 µlから分取した細胞培養液上清 16 µlを用
いた。なおMMP9活性を定量化した数値をグラフ化したものを右に示した (right graph) (n = 3)。
定量化した数値は、活性・タンパク質発現量ともに、WT株における数値を基準値 (1.00)とし、
それに対する各株の相対値を示した。MMP9及び、FLAG-ZnT5、ZnT6-Myc、ZnT7-HAの発現は
イムノブロッティングによって確認し、ローディングコントロールとして CNXを用いた。B, A
で用いた細胞株における内因性TNAPの活性測定の結果。各々のZnT複合体の再発現によって、
TNAP活性は回復した (n = 3)。 

 

2-3. ZnT複合体の欠損によって低下したMMP9活性は培地中への亜鉛添加

によっても回復する  

	
 次に、解析 2-2. で示された MMP9 活性の回復、ならびに分泌量の回復が

ZnT5-ZnT6 複合体もしくは ZnT7 複合体に依存的であるか否かを検証するため、

細胞培養液中への亜鉛添加実験を行った。結果、TNAPや ATXの場合とは異な

り、TKO株で低下したMMP9活性は培地中への亜鉛添加によってに回復し、50 

µMの ZnSO4を添加した場合では、TKO株で低下したMMP9活性はWT株にお

ける活性とほぼ同程度にまで回復した。また、MMP9 活性の回復に一致して、
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培地中におけるMMP9タンパク質レベルも回復した (Fig. 2-3A)。一方で、同一

細胞株における TNAP 活性は、培地中への単なる亜鉛添加では回復しなかった 

(Fig. 2-3B)。以上の結果から、ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7複合体は亜鉛通常条

件において、MMP9 の適切な活性化や分泌に重要な役割を果たしていることが

明らかとなった。一方、亜鉛過剰条件においては、MMP9は ZnT5-ZnT6複合体

及び ZnT7 複合体以外の独立した経路を介して亜鉛を獲得している可能性が示

唆された。 

 

 

 
Figure 2-3. 亜鉛過剰条件下において MMP9活性と細胞外分泌は回復する  

A, 亜鉛添加培地にて培養したWT株及び TKO株を用いたゼラチンザイモグラフィー解析の結
果。終濃度 0, 25, 50 µMの ZnSO4を添加した培地にて各細胞株を 48時間培養した後、同濃度の
ZnSO4を含む血清非含有培地 500 µlにて、2.0×106個の細胞を 4時間培養した。その後、細胞培
養液上清 16 µlを回収して解析に用いた。なお MMP9活性を定量化した数値をグラフ化したもの
を右に示した (right graph) (n = 3)。定量化した数値は、WT株における数値を基準値 (1.00)とし、
それに対する各株の相対値を示した。MMP9の発現はイムノブロッティングによって確認した。
B, Aで用いた細胞株における内因性 TNAPの活性測定の結果。(n = 3)。 

 

2-4. ZnT5-ZnT6複合体と ZnT7複合体は、早期分泌経路における MMP9タ

ンパク質の成熟過程に寄与する  

	
 TKO 株では、MMP9 活性及び分泌量が顕著に減少した。このことから、ZnT

複合体が欠損することによって、細胞内における MMP9タンパク質の成熟過程

に何らかの不備が生じている可能性が考えられた。そこで、ZnT5-ZnT6複合体、

ZnT7 複合体がどのようにして MMP9 の活性化や培地中への分泌に寄与してい

るのかを検証するため、細胞内MMP9タンパク質 (Intracellular-MMP9)に着目し、

その発現をイムノブロッティングにて解析した。結果、還元条件下の SDS-PAGE

において、MMP9を発現させたWT株では 80 kDa周辺に Intracellular-MMP9を

示すバンドが検出された (Fig. 2-4A)。一方、TKO 株では Intracellular-MMP9 を
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示すバンドが 80 kDa から 90 kDa 周辺の高分子両側にシフトすること、 ZnT5

と ZnT6 を共に再発現させた場合、ZnT7 を再発現させた場合においてはこの高

分子量側へのシフトは起こらないことが明らかになった (Fig. 2-4A)。加えて、

WT 株において、プロテアソームを介したンパク質分解経路の阻害剤である

MG132 で処理した場合では Intracellular-MMP9 を示すバンドの高分子量側への

シフトは認められなかった。一方、ライソソームを介したタンパク質分解経路

の阻害剤である Bafilomycin A1 で処理した場合には、バンドの高分子両側への

シフトが認められた (Fig. 2-4B)。これらの結果から、MMP9 タンパク質は細胞

内において、ライソソームを介した経路によってタンパク質切断を受けている

ことが明らかになった。また、ライソソームを介した MMP9タンパク質のタン

パク質切断が、細胞内における MMP9タンパク質の成熟に関わる重要なプロセ

スである可能性が示された。 

	
 以上 2-1. から 2-4. の解析によって、ZnT5-ZnT6 複合体、ZnT7 複合体が、早

期分泌経路における MMP9タンパク質の成熟過程や分泌過程の制御に関わるこ

とで、その適切な活性化に寄与している可能性が示された。 

 

 

 
Figure 2-4.  MMP9タンパク質は細胞内において、ライソソームを介した経路によってタ
ンパク質切断を受ける  
A, MMP9 発現株における細胞内 MMP9 タンパク質 (Intracellular-MMP9)の発現。B, MG132、
Bafilomycin A1処理後の Intracellular-MMP9の発現。解析には、30 µMの MG132もしくは 30 nM
の Bafilomycin A1添加後、4 h培養した細胞株を用いた。A , Bにおいて、MMP9の発現はイムノ
ブロッティングによって確認し、ローディングコントロールとして tubulinを用いた。 
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第 3節 CAIXへの亜鉛配位には、ZnT5-ZnT6複合体と ZnT7複合体以外の経路
が関与する 
 

3-1. CO2を基質とした CAIX活性測定系の確立  

	
 本研究では最後に、ZnT5-ZnT6複合体、ZnT7複合体が CAIXの活性化過程に

も寄与する可能性について検証を行った。DT40細胞WT株を用いて、主要な

chicken CA (cCA)の発現を確認したところ、cCAIX mRNAの発現のみが認められ

た (Fig. 3-1A)。CO2を基質とした pH変化を指標とする活性測定系 (材料ならび

に手法−CAIX活性の測定の項を参照)を用い、WT株における cCAIX活性を測定

した。結果、cCAIX活性はほとんど検出されず、CA活性阻害剤である

acetazolamide (ACTZ)で処理した場合においても顕著な違いは認められなかった 

(Fig. 3-1B and C, left graph)。次に CAIXを安定発現させたWT株を新規に樹立し 

(Fig. 3-1C, right pannel)、同様に活性を測定した。結果、CAIXを安定発現させる

ことで CAIX活性は顕著に増加し、増加した活性は 100 µM の ACTZ処理によ

ってほぼ完全に抑制された (Fig. 3-1B and C, left graph)。また、CAIXタンパク質

は 70-75 kDaの領域に広がる高分子量領域のバンドと 60 kDa付近の低分子量の

バンドとして検出され、その検出パターンは 100 µM の ACTZ処理によっても

変化しなかった (Fig. 3-1C, right pannel)。以上の結果から、本活性測定系によっ

てDT40細胞に外来的に発現させたCAIXの酵素活性を選択的に評価できること

が示された。これにより、本活性測定系を用いることで、ZnT複合体が CAIX

の活性化過程に与える影響を的確に評価することができると考えられたため、

本活性測定系を用いて以降の解析を実施した。 
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Figure 3-1. CO2を基質とする CA活性測定系の確立  

A, DT40細胞における chicken CA (cCA) mRNAの発現確認。RT-PCR解析によって、主要な細胞
質 CAである CAIIならびに主要な細胞外分泌型 CAである CAIV、CAVI、CAIX、CAXII (25)の
mRNAの発現を確認した。なおコントロールとして cβActinを用いた。B, CO2を基質とした CAIX
活性測定結果の row dataの一例。反応溶液中の pHを 8.3から 7.3まで低下させるのに要した時
間 tは、WT株で 105.7 ± 8.8秒 (WT)、CA活性阻害剤である acetazolamide (ACTZ)で処理した
WT株で 117.7 ± 5.1秒 (WT + ACTZ)、CAIXを発現させたWT株で 60.0 ± 0.6秒 (WTCAIX)、ACTZ
で処理した CAIX発現WT株で 113.4 ± 10.8秒 (WTCAIX + ACTZ)であった (n = 3)。CAIX活性
の測定には各細胞株から回収した膜画分 200 µgを用い、ACTZ処理は、回収した膜画分サンプ
ルに終濃度 100 µMとなるよう ACTZを添加した。C, Bにおける CAIX活性測定の結果を定量化
したグラフ、及び使用サンプルのイムノブロットの結果。CAIXの発現はイムノブロットによっ
て確認し、ローディングコントロールとして CNXを用いた。 

 

3-2. CAIX 活性及び CAIX タンパク質の発現は亜鉛応答性を示すが、

ZnT5-ZnT6、ZnT7両複合体を欠損させても CAIX活性は低下しない  

	
 解析 3-1. において、WT株における CAIXタンパク質は、他の論文で報告さ

れているように (43,44)、70-75 kDaの領域に広がる高分子量のバンドと 60 kDa

付近の低分子量のバンドとして検出された (Fig. 3-1C, right pannel)。この内、

CAIXタンパク質として検出される高分子量領域のバンドは、亜鉛欠乏条件下に

おいて培養時間に応じて徐々に消失し、その消失と一致して CAIX活性も 24時

間で約 70%、48時間で約 40%にまで低下した (Fig. 3-2A)。一方、同一株におけ

る TNAP活性は亜鉛欠乏 24時間で、ほぼ完全に消失した (Fig. 3-2B)。すなわち、

CAIXは亜鉛応答性を示すものの、その応答性は TNAPのものと比較して低いこ

とが示された。また、亜鉛欠乏に応じて低下した CAIX活性は、細胞株を亜鉛

欠乏培地で 72時間培養した後、終濃度 50 µMとなるように ZnSO4を培地中に添
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加、48時間培養することで TNAP活性と同様に回復し (Fig. 3-2C, left graph, and 

3-2D)、その活性回復に応じて高分子量領域のバンドの発現も回復した (Fig. 

3-2C, right panel)。以上の結果から、CAIXの活性及び発現は、亜鉛に対する応

答性を示すことが示された。加えて、60 kDa付近の低分子量のバンドとして検

出される CAIXタンパク質と比較して、高分子量領域に検出される CAIXタンパ

ク質が顕著な亜鉛応答性を示すことから、CAIXタンパク質は亜鉛応答性の異な

る形態をとっている可能性が示唆された。 

	
 次に、CAIXを安定発現させた TKO株を樹立し、ZnT複合体の欠損によって

CAIX活性が低下するか否かを検証した。しかしながら、TKO株において TNAP

活性の低下が認められる一方、顕著なCAIX活性の低下は認められなかった (Fig. 

3-2E, left graph, and 3-2F)。また、亜鉛応答性を示す高分子量領域のバンドの消失

も同様に認められなかった (Fig. 3-2E, right panel)。以上の結果から、CAIXは早

期分泌経路において、ZnT5-ZnT6複合体、ZnT7複合体以外の経路から亜鉛を獲

得している可能性が示唆された。 
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Figure 3-2. CAIXは ZnT5-ZnT6複合体および ZnT7複合体以外の経路からも亜鉛を獲得で
きる  
A, 亜鉛欠乏条件下でのWT株におけるCAIX活性及びCAIXタンパク質の発現。細胞株は、chelex 
(CX) 処理された fetal boive serum (FBS)及び chicken serumで調整された亜鉛欠乏培地で 24、48、
72時間培養したものを用いた。B, Aで用いた細胞株における内因性 TNAPの活性測定の結果。
C, 亜鉛欠乏条件下で培養後、培地中に亜鉛を添加した際のWT株における CAIX活性及び CAIX
タンパク質の発現。B, C で用いた細胞株における内因性 TNAPの活性測定の結果。TNAP活性
は、CAIX活性と同様、亜鉛を添加することによって回復した。E, TKO株における CAIX活性
及び CAIXタンパク質の発現。F, E で用いた細胞株における内因性 TNAPの活性測定の結果。
A, C, Dにおいて、CAIX活性の測定には 200 µgの膜画分をそれぞれ用いた (n = 3)。CAIXの発
現はイムノブロッティングによって確認し、ローディングコントロールとして CNX を用いた。
B, D, Fにおいて、TANP活性の測定には 2 µgの膜画分をそれぞれ用いた (n = 3)。 
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第 4節 CAIXへ亜鉛配位には、ZnT4複合体が、ZnT5-ZnT6複合体および ZnT7
複合体とともに早期分泌経路において寄与する 
 

4-1.  ZnT4はホモ二量体を形成し、CAIXの活性化過程に寄与する  

	
 DT40細胞では、ZnT4 mRNAが高度に発現していた (Fig. 4-1A)。加えて、ZnT4

単独欠損株 (Δ4株)を用いた免疫沈降 (immunoprecipitation: IP)実験、ならびに免

疫染色実験によって、ZnT4はホモ二量体を形成し、その発現はゴルジ体と一部

共局在を示すことが明らかとなった (Fig. 4-1B and C)。そこで、CAIXの活性化

過程に ZnT4ホモ二量体 (ZnT4複合体)が寄与する可能性を検討するため、TKO

株からさらに ZnT4遺伝子を欠損させた ZnT4, ZnT5, ZnT6, ZnT7四重欠損株 

(quadruple knockout株; QKO株)を新規に樹立した (Fig. 4-1D)。WT株や TKO株

と比較して、QKO株においても細胞表面に局在するタンパク質の発現に大きな

変化は認められず (Fig. 4-1E)、QKO株においてもタンパク質分泌能は減弱して

いないと考えられた。Δ4株及び QKO株を用いて CAIX安定発現株を各々樹立

し、解析を実施した結果、WT-CAIX株と比較して、CAIX活性は QKO株におい

て約 60%低下し、高分子量領域に検出される CAIXタンパク質のバンドも著し

く減少した (Fig. 4-1F)。一方、Δ4株においては、安定発現させた CAIXの活性

は低下せず、高分子量領域に検出される CAIXタンパク質のバンドにも大きな

変化は認められなかった (Fig. 4-1F)。これらの結果から、ZnT4複合体は CAIX

の活性化過程に寄与していることが示された。しかしながら、ZnT4複合体が

CAIXに亜鉛を供給する唯一の経路ではなく、複数の経路を介して亜鉛を獲得し

ていることが予想された。 
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Figure 4-1.は ZnT4, ZnT5, ZnT6, ZnT7四重欠損株  (quadruple knockout株; QKO株)の樹立、
ならびに QKO株における CAIX活性   
A, DT40細胞における chicken ZnT (cZnT) mRNAの発現確認。RT-PCR解析によって、cZnT2、cZnT4、
cZnT3、cZnT4、cZnT8の mRNAの発現を確認した。なおコントロールとして cβActinを用いた。
B, ZnT4はホモ二量体を形成する。なお IPに使用したサンプルの 10%相当の膜画分を用いて各
細胞株の ZnT4の発現量をイムノブロットで確認した (Input)。なおローディングコントロール
として CNXを用いた。C, DT40細胞における ZnT4の細胞内局在。ZnT4-FLAGを安定発現させ
た Δ4株を、FLAG抗体と GM130抗体にて二重染色し、各々の蛍光を観察した。なお透過光を
当てた際の像も同様に示した。D, ZnT4, ZnT5, ZnT6, ZnT7四重欠損株 (quadruple knockout株; QKO
株)の樹立。TKO株から cZnT4を欠損させ、各 cZnTの欠損を RT-PCRによって確認した。なお
cZnT4の欠損には、文献 (12)にて用いられたものを使用し、コントロールとして cβActinを用い
た。E, 細胞表面ビオチン化アッセイによるWT、TKO、QKO株における細胞表面局在型タンパ
ク質の分泌に関する解析。インプットには、ビオチン標識に使用したサンプルの 10%相当の細
胞全タンパク質を用いた (Input)。F, QKO株における CAIX活性及び CAIXタンパク質の発現。
なお CAIX活性の測定には 200 µgの膜画分をそれぞれ用いた (n = 3)。CAIXの発現はイムノブ
ロッティングによって確認し、ローディングコントロールとして CNXを用いた。 

  

0

10

5

15

20
C

A
IX
ά

ᛶ
 [U

/m
g 

m
b.

 p
ro

te
in

]

CAIX   : ++ +
WT ǻ� QKO

*

Biotinylation

TKO
W

T
QKO

Input

CBBᰁⰍ

TKO
W

T
QKO

A

C

cZ
nT
2
cZ
nT
3
cZ
nT
4
cZ
nT
8

cȕActin

RT(+)
RT(-)

1000
850
650

(bp)

1650

FLAG GM130 Merge
=Q7��)/$*Ⓨ⌧ǻ�ᰴ

㏱㐣ග

FLAG

CNX

HA

- +
+-=Q7��)/$*���� +

=Q7��+$���� +
-
-

FLAG

HA

FLAG

HA

100 kDa

75 kDa

���N'D

���N'D

���N'D

���N'D

���N'D

���N'D

Input

IP : HA

IP : FLAG

ǻ�
B

cZnT4

cZnT6

cZnT5

cZnT7

cȕActin

TKO
W

T
QKO

850
650
500

1650
1000

1000
850

850

650

1000

850

(bp)

CAIX

CNX

75 kDa

63 kDa
100 kDa

75 kDa

CAIX   : ++ +
WT ǻ� QKO

D E F



 29 

4-2. CAIXは ZnT4複合体 ZnT5-ZnT6複合体、ZnT7複合体を介して輸送さ

れた亜鉛を獲得する  

	
 ZnT4複合体が、複数の経路を介して亜鉛を獲得している可能性を検証するた

め、ZnT4、ZnT5と ZnT6ならびに ZnT7を再発現させたそれぞれの場合での、

QKO株における CAIX活性を測定した。結果、QKO株に ZnT4を再発現させた

場合のみならず、ZnT5と ZnT6をともに再発現させた場合、ZnT7を再発現させ

た場合のいずれの場合においても低下した CAIX活性は回復し、活性の回復に

伴って高分子量領域に検出される CAIXタンパク質の発現も回復した (Fig. 

4-2A-C)。一方、亜鉛輸送能を欠失させた変異型 ZnT (ZnT4H146A、ZnT5H451A、

ZnT7H70A) (12,16,17)を各々再発現させた場合では、CAIX活性ならびに高分子量

領域の CAIXタンパク質の発現は回復しなかった (Fig. 4-2A-C)。加えて、細胞

培養液中への亜鉛添加を行った場合においても同様に、CAIX活性ならびに高分

子量領域の CAIXタンパク質の発現の回復は認められなかった (Fig. 4-2D)。以

上の結果から、CAIXの活性化過程には、ZnT4複合体に加え、ZnT5-ZnT6複合

体及び ZnT7複合体も寄与していること、各 ZnT複合体を介して亜鉛が輸送さ

れることが CAIXの活性化過程に必要であることが明らかとなり、3つの経路の

内、少なくともいずれか一つの経路を介すれば CAIXタンパク質に適切に亜鉛

が配位される可能性が示された。 
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Figure 4-2. CAIXが活性を獲得するためには ZnT複合体による亜鉛輸送が必須である  

(次項へ続く) 
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 (Figure legend続き) 

A-C, ZnT再発現株における CAIX活性及び CAIXタンパク質の発現。D, 亜鉛添加培地にて培養
したWT株及び QKO株における CAIX活性及び CAIXタンパク質の発現。A~Dにおいて、CAIX
活性の測定には 200 µgの膜画分を用いた (n = 3)。 A-Dおいて、CAIXの発現及び ZnT4-HA、
ZnT4H146A-HA、FLAG-ZnT5、FLAG-ZnT5H451A、ZnT6-Myc、ZnT7-FLAG、ZnT7H70A-FLAGの発現
はイムノブロッティングによって確認し、ローディングコントロールとして CNXを用いた。 

 

4-3. ZnT4複合体は早期分泌経路において、ZnT5-ZnT6複合体、ZnT7複合

体とともに CAIXの活性化過程に寄与する	
  

	
 ZnT5-ZnT6複合体、ZnT7複合体は、ゴルジ体内腔への亜鉛輸送に関与すると

考えられている (9-12)。一方 ZnT4は、ゴルジ体や分泌小胞をはじめとした分泌

経路を構成する細胞小器官に加え、ライソソーム小胞やエンドソーム小胞内に

亜鉛を輸送することが考えられている (17,45-47)。そこで ZnT4が、早期分泌経

路以外の場所で ZnT5-ZnT6、ZnT7両複合体とは異なる機序によって CAIXの活

性化過程に寄与している可能性について検討を行った。まず亜鉛蛍光試薬であ

る Zinpyr-1を用いて、QKO株における細胞小器官内腔の亜鉛レベルを評価した 

(20,48)。結果、WT株及び TKO株と比較して、QKO株における細胞小器官内腔

の亜鉛レベルに顕著な違いは認められなかった (Fig. 4-3A)。すなわち、ZnT4が

QKO株における細胞小器官内腔の亜鉛量に与える影響は小さいことが明らかと

なった。また ZnT4は、細胞質において ZnT1及びMTと協調的に亜鉛動態を制

御し、この ZnT1、MT、ZnT4を介した細胞質亜鉛の制御が TNAPの適切な活性

化に必須であることが報告されている (17)。この ZnT4を介する同様の制御が、

CAIXの活性化過程にも関与する可能性を検討するため、CAIXを安定発現させ

た ZnT1, MT, ZnT4三重欠損株 (Δ1M4株)を用いて解析を行った。しかしながら、

Δ1M4株において内因性 TNAP活性は低下する一方、CAIX活性及び CAIXタン

パク質の発現に変化は認められなかった (Fig. 4-3B and C)。すなわち、上記の細

胞質における ZnT4を介した細胞質亜鉛動態の制御は、CAIX活性化過程には寄

与していないことが明らかとなった。 

	
 最後に、TNAPの活性化に重要な役割を果たす PP-motifが ZnT4には保存され

ていないことに着目し (16)、ZnT4複合体と、PP-motifを有する ZnT5-ZnT6複合

体及び ZnT7複合体との間で、CAIXの活性化過程に対する寄与が異なるか否か

検証した。ZnT5PP-AAと ZnT6とを共に再発現させた QKO株を用いて解析を行っ

た結果、CAIX活性ならびに高分子量領域に検出される CAIXタンパク質の発現

は、ZnT5とZnT6とを共に再発現させた場合と同程度にまで回復した (Fig. 4-3D)。
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この結果は、同一細胞株における内因性 TNAPの活性が ZnT5PP-AAと ZnT6の再

発現ではほとんど回復しないという結果	
 (Fig. 4-3E)と対照的であり、TNAPの

場合とは異なり、PP-motifが CAIXの活性化過程には必須ではないことが明らか

となった。すなわち ZnT4複合体及び ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7複合体を介し

た CAIXタンパク質への亜鉛配位には、PP-motifを介さない TNAPとは異なる

機構が存在する可能性が示された。 

	
 以上 4-1. から 4-3. の解析によって、ZnT4複合体は、ZnT5-ZnT6複合体、ZnT7

複合体とともに早期分泌経路において CAIXへの亜鉛配位に寄与していること

が示された。また、ZnT4複合体、ZnT5-ZnT6複合体、および ZnT7複合体のう

ち、少なくともいずれか一つの経路を介して亜鉛が輸送されることで、CAIXタ

ンパク質へと適切に亜鉛が配位されることが示唆された。一方、各 ZnT複合体

を介して輸送された亜鉛の配位に関しては、TNAPとは異なり、PP-motifが関与

しない機構が働いている可能性が示された。 
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Figure 4-3. ZnT4複合体は早期分泌経路において CAIXの活性化過程に寄与する  
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(Figure legend続き) 

A, フローサイトメトリーを用いた細胞小器官内腔における亜鉛レベルの評価。各細胞株は、亜
鉛欠乏培地、通常培地、亜鉛添加培地 (終濃度 50 µM ZnSO4)の各々の培地で 48時間培養したも
のを用い、5 µMのZinpyr-1で処理した。各々のヒストグラムは約20,000 の細胞数を基に作成し、
上部 3つのヒストグラムには、WT株、TKO株、QKO株における解析結果を、下部 3つのヒス
トグラムには、亜鉛欠乏培地、通常培地、亜鉛添加培地で培養した各細胞株における解析結果

を示した。なおコントロールは、Zinpyr-1処理を行わなかったWT株の解析結果を示した 
(Control)。B, Δ1M4株における CAIX活性及び CAIXタンパク質の発現。C, Bで用いた細胞株
における TNAP活性。D, ZnT5及び ZnT5PP-AAの再発現株における CAIX活性及び CAIXタンパ
ク質の発現。E, Dで用いた細胞株における TNAP活性。B, Dにおいて、CAIX活性の測定には
200 µgの膜画分を用いた (n = 3)。CAIXの発現及び FLAG-ZnT5、FLAG-ZnT5PP-AA、ZnT6-Myc
の発現はイムノブロッティングによって確認し、ローディングコントロールとして CNXを用い
た。C, Eにおいて、TANP活性の測定には 2 µgの膜画分をそれぞれ用いた (n = 3)。 
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考察	
 

 

	
 これまでの TNAP の活性化過程に関する知見から、一般に、分泌型亜鉛要求

性酵素は早期分泌経路において ZnT5-ZnT6 複合体及び ZnT7 複合体を介した亜

鉛配位によって亜鉛を獲得し、酵素活性を呈するようになると予想されている  

(7,8) (Fig. 5-1)。TNAP以外の亜鉛要求性酵素に関しては、活性化に関わる報告が

わずかになされてはいるものの、活性化過程の詳細な分子機構に関してはほと

んど明らかとなっていないのが現状である (45,49)。本研究では、ZnT5-ZnT6複

合体及び ZnT7複合体が、TNAP以外の 3つのがん促進性分泌型亜鉛要求性酵素

ATX、MMP9、CAIX の活性化過程に寄与することを明らかとした (Fig. 5-2)。

加えて、各酵素の活性化過程における ZnT 複合体の作用機序が酵素によって異

なっていることも明らかとした。本成果から、ZnT 複合体を介した分泌型亜鉛

要求性酵素の活性化過程に関する分子機構の一端や、ZnT トランスポーターの

生理機能の新たな一面が示されたのみならず、ATX や MMP9、CAIX や各々の

活性化過程を標的としたがん治療、がん予防法の新規構築に繋がると期待され

る知見が提示された。 

 
 

Figure 5-1. 早期分泌経路における ZnT複合体を介した TNAPの活性化過程のモデル図  
早期分泌経路に局在する ZnT5-ZnT6ヘテロ二量体 (ZnT5-ZnT6複合体)、ZnT7ホモ二量体 (ZnT7
複合体)は、TNAPの活性化過程に必須である。両複合体は、亜鉛が配位していない TNAPタン
パク質 (apo型 TNAPタンパク質)の安定化、ならびに亜鉛の apo型 TNAPタンパク質への配位
に寄与する。apo型TNAPタンパク質は速やかに分解される。なお亜鉛イオンを黄色の円で示す。 
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ATXの活性化過程 
	
 ATX の活性中心における亜鉛の配位形態は、TNAP のものとよく似ているこ

とが明らかとなっている (8,14)。両酵素の活性中心に配位した 2 つの亜鉛イオ

ンは、片方が 2つの His残基と 1つの Asp残基、もう片方が 1つの His残基と 2

つの Asp 残基と配位結合を形成している (8)。従って、ATX の活性化過程には

TNAPの場合と同様、ZnT5-ZnT6複合体、ZnT7複合体が寄与している可能性が

強く示唆される。実際に本研究によって、ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7複合体が

ATXの活性化過程に必須であり、apo型 ATXタンパク質への亜鉛配位過程に寄

与している可能性が示されている。一方、ZnT 複合体の作用機序は、TNAP と

ATX との間でわずかに異なる点が認められる。ZnT5-ZnT6 複合体と ZnT7 複合

体が欠損した場合、apo型 TNAPタンパク質が速やかに分解されるのに対し (12)、

apo型 ATXタンパク質は分解されず、細胞外に分泌される (Fig. 5-2A)。この違

いは、両酵素間で、タンパク質の活性中心に亜鉛が配位する前に受けるタンパ

ク質の成熟過程に何らかの差異があるために生じていると予想される。この可

能性の一つとして、糖鎖修飾の影響が考えられる。一般に、N-型糖鎖修飾によ

って、被修飾タンパク質の安定性や酵素活性、細胞外への分泌過程が複雑の制

御されることが知られている (50,51)。ATX と比較して、TNAP には多くの N-

型糖鎖修飾部位があるため、TNAPタンパク質の成熟過程は、ZnT複合体を介し

てより厳密に制御されている可能性が考えられる。 

 

MMP9の活性化過程	
 
	
 MMP9に関しても、TNAPや ATXと同様、その活性化過程に ZnT5-ZnT6複合

体及び ZnT7複合体が寄与している。しかしながら、ZnT複合体の作用機序に関

しては、TNAPや ATXの活性化過程における機序とは顕著に異なっており、ZnT

複合体は MMP9タンパク質の分泌過程や細胞内における成熟過程の制御に関与

する (Fig. 5-2B)。また亜鉛通常条件下においては、ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7

複合体が MMP9の成熟・分泌過程に寄与する主要な因子であることが考えられ

るが、亜鉛過剰条件下においては、両複合体以外の経路を介して分泌経路内に

輸送された亜鉛が MMP9への亜鉛配位や成熟・分泌過程に寄与していることが

予想される。前立腺がん細胞や乳がん細胞などといった幾つかのがん由来細胞

株においては、細胞質に亜鉛を輸送する ZIPトランスポーターの発現が亢進し、

それに伴う細胞質亜鉛レベルの上昇が認められることから (52-58)、このような 
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Figure 5-2. 早期分泌経路における ATX、MMP9、CAIXの ZnT複合体を介した活性化過程
のモデル図  
ZnT5-ZnT6ヘテロ二量体 (ZnT5-ZnT6複合体)、ZnT7ホモ二量体 (ZnT7複合体)、ZnT4ホモ複合
体 (ZnT4 複合体)は早期分泌経路に局在する。ATX、MMP9、CAIX 各酵素の活性化過程におけ
る ZnT複合体の作用機序はそれぞれ異なる。A, ATXの活性化過程。TNAPの場合と同様、TNAP
の活性化過程には ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7複合体が必須である。ただし apo型 ATXタンパ
ク質は安定的に細胞外に分泌される。B, MMP9 の活性化過程。ZnT5-ZnT6 複合体及び ZnT7 複
合体は、MMP9 タンパク質の適切な成熟ならびに細胞外への分泌に寄与する。しかし亜鉛過剰
条件下では、ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7複合体以外の経路が早期分泌経路内への亜鉛供給経路
として機能することで、MMP9 タンパク質の成熟ならびに分泌に寄与している可能性がある。
この場合、ZnT4複合体がその候補因子の一つとして考えられる。C, CAIXの活性化過程。 CAIX
は異なる 2 つの機構によって亜鉛を獲得している。図には、高分子量領域に検出される亜鉛応
答性の高い CAIXタンパク質に関するモデルを示す。高分子量領域に検出される CAIXタンパク
質への亜鉛配位には、ZnT5-ZnT6複合体及びZnT7複合体に加えてZnT4複合体が寄与している。
一方、これら ZnT 複合体は、低分子両側に検出される亜鉛応答性の低い CAIX タンパク質への
亜鉛配位には機能しない。この場合、他の亜鉛輸送タンパク質が、CAIXタンパク質への亜鉛供
給経路として機能している可能性が考えられる。亜鉛イオンを黄色の円で示す (A-C)。 
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がん細胞では、MMP9の発現や分泌が亢進することによって、がん細胞の浸潤・

転移能がより増強されている可能性が考えられる。亜鉛過剰条件下での MMP9

の活性化過程に寄与する可能性がある因子の一つとして、ZnT4複合体が挙げら

れる。しかし本研究では、MMP9を安定発現させた QKO株を樹立することがで

きず、この可能性について詳細に検討することはできなかった。また MMP2に

関しても、MMP9と同様の ZnT複合体による制御を受けていることが予想され

るが、本研究では詳細な解析を実施できなかった。MMP9やMMP2が、がん治

療の主要な標的因子であることを考慮すると、今後の解析を通じて両酵素の ZnT

複合体を介した活性化過程がより詳細に明らかにされることが望まれる。 

	
 ZnT5-ZnT6 複合体及び ZnT7 複合体を介した MMP9 の活性化過程において、

両複合体は MMP9タンパク質の細胞外への分泌と細胞内におけるタンパク質切

断に関与する。MMP9 タンパク質は、細胞内においてタンパク質切断を受け、

おおよそ 90 kDaから 80 kDaのタンパク質に変化し、この変化はMMP9タンパ

ク質の分泌過程の制御に関与することが示唆される。また、このタンパク質分

解は Bafilomycin A1 処理によって抑制されることから、正常に細胞外に分泌さ

れない未成熟なMMP9タンパク質や、ミスフォールドされたMMP9タンパク質

が、ライソソームで速やかにタンパク質切断を受けている可能性が考えられる。

すなわち、ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7複合体は、正しくフォールディングされ

た成熟 MMP9タンパク質のみを適切に細胞外に分泌するためのクオリティーコ

ントロールシステムの制御に寄与しており、タンパク質生合成過程で生じた異

常な MMP9タンパク質は、タンパク質切断を受けた後に分解、除去されている

と予想される。この場合、ZnT複合体の作用機序の一つの可能性として、MMP9

タンパク質の切断に関わる亜鉛要求性プロテアーゼへの亜鉛配位に関与してい

ることがあげられる。MMP9 タンパク質は、種々のプロテアーゼによって認識

される複数のタンパク質切断箇所を有することが知られており、その中には

MMP3などの亜鉛要求性酵素も含まれる (36)。従って ZnT複合体が、MMP9タ

ンパク質の切断に関与する何らかのライソソーム局在型亜鉛要求性プロテアー

ゼへの亜鉛配位に寄与している可能性は十分に考えられる。今後の解析によっ

て、上記クオリティーコントロールシステムの分子機構や、MMP9 タンパク質

の切断に関わる亜鉛要求性プロテアーゼの存在が明らかとなれば、MMP9 を標

的として、がんの浸潤・転移を抑制する新規治療戦略を構築する上でも重要な

知見となることが期待される。 
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CAIXの活性化過程 

	
 前述の ATXやMMP9の ZnT複合体を介した活性化過程と比較して、CAIXの

活性化過程には特徴的な違いが幾つか見受けられる。まず一つ目は、亜鉛通常

条件下においても、CAIXタンパク質が独立した 2つ (以上)の機構を介して活性

中心に亜鉛が配位している点である。CAIXの活性化過程には、ZnT5-ZnT6複合

体、ZnT7複合体に加えて、ZnT4複合体が寄与する (Fig. 5-2C)。CAIXタンパク

質のうち、70-75 kDa付近の高分子領域に検出される亜鉛応答性の高い CAIXタ

ンパク質には上記の 3つの経路を介した機構によって亜鉛が配位される。一方、

60 kDa付近の低分子量側に検出される亜鉛応答性の低いCAIXタンパク質には、

上記 3 経路以外の別の独立した経路を介した機構によって亜鉛が配位されるこ

とが予想される。後述の亜鉛配位機構に関して、本研究では詳細な解析を行っ

ていないが、早期分泌経路で機能する他の亜鉛輸送タンパク質やチャネルタン

パク質 (5)が重要な役割を果たしていると予想される。加えて、ZnT複合体を介

して輸送された亜鉛、もしくは ZnT 複合体を介した CAIX タンパク質への亜鉛

配位が、高分子領域に検出される CAIX タンパク質の発現にどのように寄与し

ているのかという点に関しても、その詳細は明らかにできていない。しかしな

がら、O-結合型糖鎖切断酵素を処理しても、WT株において検出される高分子領

域の CAIX タンパク質のバンドは消失しないこことや (Fig. 5-3A)、N-結合型糖

鎖切断酵素で処理した場合では、CAIXタンパク質のバンドが全体的に 5 kDa程

度低分子量側にシフトする一方、WT株における高分子領域の CAIXタンパク質

のバンドは消失しないことを明らかにしている (Fig. 5-3B)。加えて、タンパク

質分解系の阻害剤である MG132及び Bafilomycine A1で処理した場合において

も、QKO株において消失した高分子領域の CAIXタンパク質の発現は回復しな

いことを確認している (Fig. 5-3C)。すなわち、高分子領域に検出される CAIX

タンパク質の消失は、N-結合型糖鎖修飾や O-結合型糖鎖修飾の不備によるもの

ではないということが考えられる。加えて、高分子量領域に検出される CAIX

タンパク質は、QKO株においてプロテアソームやライソソームを介して分解を

受けているのではないということも予想される (Fig. 5-3C)。一部の腎臓がん患

者の尿中において、同じようなサイズの CAIX タンパク質が高分子量領域に検

出されることが報告されており(43,44)、高分子量領域に検出される CAIXタンパ

ク質の亜鉛応答性に関してより詳細な情報が得られれば、CAIXを標的としたが

ん治療に有用な知見となることが期待される。  
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Figure 5-3. 糖鎖切断酵素ならびにタンパク質分解系阻害剤処理した際の CAIXタンパク
質の発現変化  
A and B, O-結合型糖鎖切断酵素及び N-結合型糖鎖切断酵素で処理した CAIXタンパク質のイム
ノブロットの結果。 (B)。C, MG132及び Bafilomycine A1処理した細胞株における CAIXタンパ
ク質の発現。ローディングコントロールとして CNXを用いた。 

 

	
 そして二つ目は、ZnT4複合体が、ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7複合体と早期

分泌経路における CAIX の活性化過程に等価に寄与している点である (Fig. 

5-2C)。ZnT4 複合体は、細胞質における亜鉛動態の制御を介して TNAP の活性

化過程に寄与するが、早期分泌経路における TNAP の活性化過程には関与しな

い (12)。その一方で、ZnT4 複合体は細胞質ではなく、早期分泌経路において

CAIXの活性化過程に寄与する。すなわち、ZnT4複合体の作用機序は TNAPと

CAIX との間では異なっていると考えられる。ZnT4 複合体が早期分泌経路にお

いて ZnT5-ZnT6 複合体及び ZnT7 複合体と等価に CAIX タンパク質への亜鉛配

位に寄与できる理由の一つとして、DT40 細胞において、ZnT4 複合体が

ZnT5-ZnT6複合体や ZnT7複合体のように、ゴルジ体に局在することがあげられ

る。ZnT4 が亜鉛-プロトン交換輸送体と考えられること (59,60)、ゴルジ体内腔

の pHが 6.0-6.7と推察されていること (61)からも、ZnT4複合体が細胞質からゴ

ルジ体内腔に亜鉛を輸送する経路として機能することが予想される。また、早

期分泌経路においてTNAPの活性化過程に必要な PP-motifを介した制御機構が、

CAIX の活性化過程には必要ではないことも、ZnT4 複合体が CAIX タンパク質

への亜鉛配位に等価に寄与するもう一つの理由として考えられる。加えて、QKO
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株における CAIX 活性が細胞培養液中への単純な亜鉛添加では回復しないこと

からは、CAIX タンパク質への亜鉛配位が ZnT 複合体を介した何らかの分子機

構によって厳密な制御されていることが推察される。実際に、分泌小胞におい

て機能すると考えられている ZnT2 や、ゴルジ局在型の ZnT2 変異体である

ZnT2L23Pおよび ZnT2R340C (62)を用いた解析からは、ZnT2が、ZnT4と似たよう

な機能を発揮する ZnTであるにも関わらず (17)、ZnT2や変異型 ZnT2を発現さ

せたいずれの場合においてもQKO株において低下したCAIX活性と高分子量領

域の CAIXタンパク質の発現は回復しないことが確認できている (Fig. 5-4)。す

なわち、CAIXへの亜鉛配位は、ZnT4、ZnT5-ZnT6、および ZnT7複合体を介し

て厳密に制御されており、亜鉛配位に関わる ZnT 複合体に関して何らかの選択

性がある可能性が考えられた。近年、一アミノ酸残基を置換するだけでも ZnT

トランスポーターの金属輸送能に大きな変化が生じると報告されていることか

ら (21,63,64)、TNAP の場合における PP-motif のように (17)、ZnT4 複合体、

ZnT5-ZnT6複合体、ZnT7複合体の細胞小器官内腔側に位置し、他の ZnTに保存

されていない特定のアミノ酸残基 (配列)が、CAIXタンパク質への亜鉛配位に重

要な役割を果たしているのかもしれない。 

 

 
Figure 5-4. CAIX発現 QKO株において ZnT2の再発現が CAIX活性に与える影響  

野生型 ZnT2ならびにゴルジ局在型 ZnT2の再発現株における CAIX活性及び CAIXタンパク質
の発現。ローディングコントロールとして CNXを用いた。  
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ZnT複合体が有する、がん治療の標的因子としての可能性 

	
 これまでに、ZIPトランスポーターの発現亢進や機能破綻が、がんの進行と密

接に関連することは数多く報告されている一方で、がんの進行と ZnT トランス

ポーターとの関連性を直接示した報告はほとんどなされていない (52-58)。しか

し、前立腺がん細胞株において、ZnT5及び ZnT7 mRNAの発現量が増加してい

るとの報告もなされていることから (65)、ZnT5-ZnT6 複合体及び ZnT7 複合体

が、ある状況下においては、潜在的ながん促進性因子として機能していること

が推察される。またこれまでにも、上記の 3 つのがん促進性分泌型亜鉛要求性

酵素を標的とした抗がん剤の開発が数多く試みられてはいるが、その作用機序

の複雑さや副作用の面から実用化には至っておらず (24-29)、これら酵素やその

活性化過程に関するより深く新しい知見の蓄積が求められている。従って、ATX、

MMP9、CAIXの活性化過程における ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7複合体の作用

機序が、各々の酵素によって全く異なるという本研究の知見をふまえると、今

後、両複合体が抗がん剤開発における新規標的因子として着目されるようにな

ると考えられる。CAIX に限っては、ZnT4 複合体がその活性化過程に寄与する

ため、ZnT4を発現しないようながん細胞において、ZnT5-ZnT6及び ZnT7複合

体が有用な標的因子となり得る。 

 

総括	
 

	
 がん促進性分泌型亜鉛要求性酵素である ATX、MMP9、CAIXの活性化過程に

は、TNAP の場合と同様、ZnT5-ZnT6 複合体及び ZnT7 複合体が寄与しており、

CAIXの活性化過程に関しては、ZnT5-ZnT6複合体及び ZnT7複合体のみならず、

ZnT4 複合体が重要な役割を果たしている。ATX、MMP9、CAIX 各酵素の活性

化過程における ZnT 複合体の作用機序は、TNAP も含め、各々の酵素によって

異なっており、その活性化過程には各酵素に特徴的な分子機構が働いているこ

とが予想される。本成果は、ZnT 複合体が、早期分泌経路において酵素タンパ

ク質への亜鉛配位や酵素タンパク質の成熟・分泌過程の制御を通じたがん促進

性分泌型亜鉛要求性酵素の活性化過程に関与していることを示した初めての例

であり、亜鉛や亜鉛トランスポーターの生理機能に関する理解を深めるうえで

重要な知見となる。また、本成果は、ATX、MMP9、CAIXの 3つの酵素の活性

化過程に関わる ZnT 複合体が、がん治療の潜在的な標的因子となる可能性を示

している。ATX、MMP9、CAIXの 3つの酵素が、がん治療の有力な標的因子と

して注目されていることをふまえると、本知見は、がんの進行や浸潤、転移を
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効果的に抑制するための阻害剤や治療法の新規考案に繋がる有用な情報となる

ことが期待される。 

	
 分泌型亜鉛要求性酵素の中には、本研究で着目した ATX、MMP9、CAIX以外

にも、疾患の発症や進行に関わるものが数多く存在している。それら酵素の機

能解析や活性化過程の解明は生理学的にも病理学的にも非常に重要な課題であ

り、本研究で実施した DT40細胞を用いた遺伝子欠損−発現系による解析は、上

記課題に取り組む上で有用なアプローチであると考えられる。今後の解析によ

って、ATX、MMP9、CAIXをはじめ、疾患に関与する分泌型亜鉛要求性酵素の

活性化過程における ZnT 複合体の生理機能や作用機序がよりいっそう明らかと

なり、疾患の予防や治療に繋がる数多くの知見が創出されることに期待したい。 
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材料ならびに手法 

 

細胞培養ならびに遺伝子導入	
 

	
 ニワトリ B リンパ由来 DT40 細胞株の培養及び遺伝子導入は、以前に報告さ

れた手法に則って実施した (22)。10% Fetal bovine serum (FBS) (Multiser), 1% 

chicken serum (gibco), 0.1% 2-mercaptoethanol, 100 unit/ml penicillin・100 µg/ml 

streptomycin	
 (nacalai tesque)に調製したRPMI 1640培地 (nacalai tesque)を用いて、

39.5℃, 5.0% CO2条件下して継代培養を行った。なお FBSは非働化 (56℃, 30分

インキュベート)したものを用いた。遺伝子導入はエレクトロポレーション法に

よって行い、1.0×107個の細胞ならびに、適した制限酵素にて直鎖状にした 30 µg

の標的遺伝子プラスミドを用い、GenePulser XcellTM (Bio-Rad)にて 550V, 25 µF

もしくは 600V, 25 µFの条件でトランスフェクションした。遺伝子導入された細

胞株は 96 wellプレートに播種し、薬剤耐性を獲得して生育した細胞株を選択し

て解析に用いた。なお細胞株毎に独立した 3 つ以上のクローン株を樹立し、薬

剤による細胞株のセレクションには、終濃度 0.5 mg/ml Puromycin (InvivoGen)、2 

mg/ml Geneticin: G418 (Roche)、 0.3 mg/ml Zeocin (InvivoGen)、 25µg /ml 

Mycophenolic acid (Sigma)、25 µg/ml Blasticidin (InvivoGen)、1 mg/ml Histidinol 

(Sigma)のいずれかの薬剤を用いた。亜鉛欠乏培地の調製は、Chelex-resin 100 

(Bio-Rad)にて処理した FBS及び chicken serumを用いて行った (66)。また、血清

非含有培地は FBSと chicken serumを用いずに調製した。 

 

プラスミドコンストラクション	
 

	
 FLAG、HA、Myc タグを融合した human ZnT2、ZnT4、ZnT5、ZnT6、ZnT7 

(ZnT2-HA、ZnT4-HA、ZnT4H146A-HA、FLAG-ZnT5、FLAG-ZnT5PP-AA、ZnT6-HA、 

ZnT6-Myc、ZnT7-FLAG、ZnT7-HA) 発現用プラスミドは以前に作成されたもの

を用いた  (12,16,17,20)。HA タグ融合 human ZnT2 変異体 (ZnT2L23P-HA、

ZnT2R340C-HA)、FLAGタグ融合 human ZnT4 (ZnT4-FLAG)、及び FLAGタグ融合

human ZnT7H70A (hZnT7H70A-FLAG) 発現用プラスミドは 2 step PCR法によって作

成した。また、human ATX、 CAIX、 MMP2、MMP9 発現用プラスミドは、各々

の cDNA を pA-Puro もしくは pA-Neo ベクターに挿入して作成した (22)。なお

human ATX cDNA は、DNAFORM (Tokyo, Japan) (http://www.dnaform.jp/ja/)にて

購入し、PCR法によって stopコドン配列を付加したものを用いた。Human CAIX 
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cDNA は、Johanna Chiche 博士 (Centre Méditerranéen de Médecine Moléculaire, 

France)から供与していただいたもの、human MMP2 cDNAは佐藤博 博士 (がん

進展制御研究所、金沢大学)から供与していただいたものを用い、human MMP9 

cDNAは、GE Healthcare (http://dharmacon.gelifesciences.com) にて購入したものを

用いた。全てのプラスミドは、適した制限酵素にて直鎖状にしたものを用いた 

(22)。 

 

ZnT4, ZnT5, ZnT6, ZnT7四重欠損 DT40細胞株の樹立	
 
	
 ZnT5、ZnT6、ZnT7を欠損した TKO細胞における Blasticidin耐性遺伝子及び、

Histidinol耐性遺伝子を 4-hydroxytamoxifen (Sigma)処理にて除去し、薬剤感受性

を有する TKO株を樹立した (9,17)。以前に作成した cZnT4ノックアウトベクタ

ー (12)を、薬剤感受性を有する TKO株に順次トランスフェクションして cZnT4

を欠損させた。 

 

RT-PCR解析 

	
 mRNAは、6.0 × 106個の DT40細胞を用い、Sepasol I (nacalai tesque)によって

回収した。1 µgの mRNAをテンプレートとし、ReverTra Ace (Toyobo)を用いて

逆転写反応を行った。得られた cDNAをテンプレートとし、KOD Plus polymerase 

(Toyobo)を用いて PCR反応を行った。なお、次項 Table 1に解析で用いた各々の

プライマーを示す。 

	
 

細胞全タンパク質サンプルの調製	
 

	
 Phosphate buffered saline (PBS)にて洗浄した細胞を、解析に応じて適した可溶

化液にて懸濁し、超音波ホモジナイザー処理にて細胞を破砕、細胞全タンパク

質を可溶化した。可溶化液を 4℃、15,000 rpmで 5分間遠心し、その上清を細胞

全タンパク質サンプルとして解析に用いた。タンパク質濃度の定量化には、

Protein Assay CBB Solution (nacalai tesque)あるいは DCTM Protein assay Kit 

(Bio-Rad)のいずれか用い、検量線の作成には bovine serum albumin (BSA)もしく

は bovine γ-globulinを使用した。	
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Table.1 解析に用いたプライマー  
遺伝子名  プライマー塩基配列 (5’ to 3’) PCR産物 

全長(bp) サイクル数 

cZnT2 Forward  T C T A T G T G G C T G C T G G C A T C T G C C T C A T C T 570 34 

 Reverse  AGAAGAGGAAGGTGCAGATGGGGTCCACAT   

cZnT3 Forward  ATGGAAGGAGCCCCGCGGGGAATGGCAGTG 288 34 

 Reverse  TCATGCCAGAGGGTTGTGGCCGTGTGGGCA    

cZnT4 Forward  G C C G C C G C C G T C C T C T A T C T G C T C T T C A T G 954 28 

 Reverse  GGCACTGGAACTCTGACAACTTGCGCAGGC   

cZnT5 Forward  GCTGTTTGAACACAGTGATGTGGTTGTGC T  778 28 

 Reverse  AGTGCCTTCAGGAGAATAGCCAATAAGGGT   

cZnT6 Forward  TTCCGGTGCGGGGAGTACTATGGGGACAAT 905 34 

 Reverse  CGGACATGGACCGATCCAGCCAAAGTGCCA    

cZnT7 Forward  ATGCTGCCCCTCTCCATTAAGGACGATGAG  1137 34 

 Reverse  CTACATGGCTGCAACATCAATTTGTATGTA    

cZnT8 Forward  ATGGTGACTGGTGTGCTGACGTATTTGG CT  630 34 

 Reverse  GAATGGTGATGGAGTGGAAGCTGTAGTGCT   

cATX Forward  TTTAGGAGGTCTGAAGAATGGGATGAGGGC  746 40 

 Reverse  GGATGACAACAGACCAGAAGAATGTGCCAG   

cCAII Forward  ACGAGCACTTCCCCATCGCCAATGGGGAGC  561 40 

 Reverse  CATGCAGTGGTGGAGTAGTCAGGGAGCCAG   

cCAIV Forward  CCAAGCTGTGAAGACCCTCGACACTGGCAT  701 40 

 Reverse  TTCTTCCCTTCGAAGTGAACTGTTGAGAAA    

cCAVI Forward  ACCTACCGAGAGGGCGAGCTGGATGAAGAG 800 40 

 Reverse  T G G C T G G C A T T G T T C T T G T T T G G G C C T G G C   

cCAIX Forward  ACACGGAGACGACCATCTTCAGCCCCCAGC 788 38 

 Reverse  CACTCCGAATAGCACAGCAAGCACATCCCC   

cCAXII Forward  TCTTCCTGAAGATACAACTCTCAGTACCAG 541 40 

 Reverse  TATTTCACATTCCGGAAGTGCCTGAAGATC   

cβActin Forward  GATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAGC  685 27 

 Reverse  TGCTGATCCACATCTGCTGGAAGGTGGACA   
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膜タンパク質サンプルの調製	
 

	
 PBS にて洗浄した細胞を、0.25 M HES buffer (0.25 M sucrose, 20 mM  

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES), 1 mM 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA))にて再懸濁し、グランスホモジナイザーに

て破砕した。破砕液を、スイングローターを用いて 4℃, 5,000 rpmで 5分間遠心

し、上清を回収、さらにスイングローターを用いて 4℃, 15,000 rpmで 40分間遠

心した。得られた沈殿を PBS にて洗浄し、膜タンパク質ペレットとした。膜タ

ンパク質ペレットは解析に応じて適した可溶化液にて溶解し、4℃、15,000 rpm

で 5分間遠心し、その上清を解析に用いた。タンパク質濃度の定量化には、Protein 

Assay CBB Solution (nacalai tesque)あるいは DCTM Protein assay Kit (Bio-Rad)のい

ずれか用い、検量線の作成には BSAもしくは bovine γ-globulinを使用した。な

お N-結合型糖鎖、及び O-結合型糖鎖の切断には可溶化した 15 µg分の膜タンパ

ク質を用い、 PNGase F (NEB)、及び O-Glycosidase & Neuraminidase Bundle (NEB)

処理を行ったものをサンプルとして用いた。 

 

TNAP活性の測定 

	
 TNAP 活性の測定は、以前に報告された手法を参考に実施した (17,22)。細胞

から回収した膜タンパク質を ALP lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.5 mM 

MgCl2, 0.1% Triton X-100)にて可溶化した。調製した膜タンパク質サンプルを 96 

well プレートの各 well に添加し、そこへ基質溶液  (2 mg/ml p-NPP, 1 M 

diethanolamine (DTT), 0.5 M  MgCl2, pH 9.8)を 100 µl/wellとなるよう分注して発

色を行った。iMarkTM microplate reader (Bio-Rad)にて 405 nmの吸光度を測定し、

その値を基に定量化を行った。なお活性測定には 2-5µg分の膜タンパク質を用い、

検量線の作成には calf intestinal alkaline phosphatase (Promega)を用いた。 

 

ATX活性の測定 

	
 ATX活性の測定には、文献 (31,67,68)を参考として確立した比色法を用いた。

ATX lysis buffer (100 mM Tris-HCl pH 8.0, 500 mM NaCl2, 5 mM MgCl2, and 0.1% 

Triton X-100)にて可溶化した 10 µgの膜タンパク質を、96 wellプレート上にて 10

分間室温でインキュベートした。次に基質溶液として、2 mM LPCを含む ATX 

lysis bufferを 100 µl/wellずつアプライし、37℃で 6時間インキュベートして酵素

反応を行い、LPAと cholineを得た。その後、二次反応溶液 (100 mM Tris-HCl pH 

8.0, 10 mM EDTA (nacalai tesque), 2 mM 4-aminoantipyrine (Sigma), 2 mM TOOS 
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reagent (Dojindo), 100 mU peroxidase (Sigma), 100 mU choline oxidase (Wako))を

100 µl/wellずつアプライし、5-20分の間 37℃でインキュベートした。上記反応

において、cholineを基質として生成されたキノンイミン色素の 555 nmにおける

吸光度を Plate Reader Powerscan4 (DS pharma)にて測定し、その値を基に定量化を

行った。なお検量線の作成には、Phospholipase D from Arachis hypogaea (Sigma)

を用いた。 

 
MMP9及び MMP2活性の検出 

	
 MMP9及びMMP2活性の検出には、文献 (69)を参考としたゼラチンザイモグ

ラフィー法を用いた。MMP9活性の検出には、2.0 × 106個の細胞を 4時間培養し

た 500 µlの血清非含有培地から回収した細胞培養液上清を用いた。回収した上

清 16 µlに、非還元 6× SDS sample buffer (0.35 M Tris-HCl pH 6.8, 10% sodium 

dodecyl sulfate (SDS), 30% glycerol) 4 µlを添加、37℃で 20分インキュベートした

後、0.12%ゼラチン含有 6% poly acrylamide gelを用いて 4℃, 10 mA/gelの条件で

電気泳動を行った。泳動後のゲルを、washing buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 

mM NaCl, 2.5% Triton X-100) を用いて室温で 1時間振とうした後、re-naturing 

buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM CaCl2, 0.02% NaN3)を用いて 37℃で 18時間

振とうした。その後、ゲルを染色液 (10% ethanol, 5% acetic acid, 0.25% Coomassie 

Brilliant Blue R-250 (CBB))にて 1時間室温にて染色し、脱色液 (50% ethanol, 10% 

acetic acid)にて数回洗浄した後、LAS1000 Plus image analyzer (Fujifilm)を用いて

画像の撮影を行った。MMP2活性の検出には、解析条件に若干の修正を加えた。

細胞は 4.0 × 106個使用し、0.09%ゼラチンを含むゲルにて泳動を行い、re-naturing 

bufferを用いた反応は 20時間行った。タンパク質分解の抑制に関する解析には、

30 µMのMG132 (Peptide Institute)、30 nMの bafilomycin A1 (Sigma)を各々含む血

清非含有培地にて 4時間培養した細胞を用いた。 

 

CAIX活性の測定 
	
 CAIX活性の測定には、文献 (70,71)を参考として確立した、反応溶液中の pH

変化とその反応時間を指標とした ΔpH/Δt assay法を用いた。活性測定には、CA 

lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5, and 0.1% Triton X-100)にて可溶化した膜タン

パク質を用いた。また基質溶液として、ドライアイスを用いて氷上で 2時間 CO2

ガスを封入した超純水を用いた。4℃のウォーターバス中で、1 µg/µlに調製した
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膜タンパク質溶解液 200 µl を、pH 8.6 に調製した反応溶液 (25 mM barbital 

sodium buffer (Wako)) 3.8 ml中に添加し、ここに用時調製した基質溶液 2 mlを添

加して酵素反応を開始させた。反応溶液の pHが 8.3から 7.3にまで低下する時

間 Δt (秒)を測定した。CAIX活性の阻害には、acetazolamide (Sigma)を終濃度 100 

µM で用い、氷上にて 30 分インキュベートしたものを活性測定に用いた。なお

測定結果は HORIBA Data Navi FD-50 (ver. P1000834001D 1.10) (HORIBA)にて収

集・記録し、検量線の作成には、bovine erythrocyte CA (Sigma)を用いた。算出さ

れた ΔpH/Δtの絶対値を基にプロットを作成し、測定データの定量化を行った。 

 

イムノブロッティングならびに免疫沈降	
 	
 

	
 イムノブロッティングならびに免疫沈降は、文献 (10,12,22)を参考に行った。

イムノブロッティングには、可溶化した 10-20 µgの膜タンパク質、もしくは 10-20 

µgの細胞全タンパク質を用いた。サンプルを、DTT含有 6× SDS sample buffer 

(0.35 M Tris-HCl pH6.8, 10% SDS, 30% glycerol, 2 mM DTT)にて 37℃で 30分イン

キュベートし、6-8%の poly acrylamide gelを用いて、室温, 20 mA/gelの条件下で

SDS-PAGE を行った。泳動後、polyvinylidene difluoride (PVDF) メンブレン

(Millipore)にタンパク質を転写し、0.1% Tween-20/PBS (PBS-T)で調製した 5% ス

キムミルクを用いてブロッキングした(室温、1時間振とう)。ブロッキング液に

懸濁した一次抗体にて抗体反応を行い (4℃、over night、rotate)、メンブレンを

PBS-Tにて 3回洗浄 (室温、10分振とう)した後、ブロッキング液に懸濁した二

次抗体にて抗体反応を行った (室温、1時間、rotate)。同様にメンブレンを PBS-T

にて 3回洗浄した後、Immobilon Western (Millipore)もしくは Chemi-Lumi One L 

(Nachalai Tesque)でメンブレンを発色処理し、LAS1000 Plus image analyzer 

(Fujifilm)を用いて画像の撮影を行った。なおタンパク質の検出には一次抗体と

して、monoclonal anti-HA HA-11 (1:3000; Biolegend)、monoclonal anti-HA clone 

3F10 (1:3000; Roche)、monoclonal anti-FLAG M2 (1:3000; Sigma)、polyclonal 

anti-FLAG (anti-DDDDK; 1:3000; MBL) 、 anti-TNAP (1:3000; Santa Cruz 

Biochemistry)、anti-ATX (1:6000; MBL)、anti-CAIX (1:6000; Novus Biologicals)、

anti-MMP9 (1:6000; R&D Systems)、 anti-β-tubulin (1:10000; Sigma)、及び

anti-calnexin (CNX) (1:6000; Enzo Life Sciences)を用い、二次抗体として、

horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse、-rabbit、-rat IgG (GE Healthcare)、あ

るいは anti-goat IgG (Santa Cruz Biotechnology)抗体を各々3,000倍希釈で用いた。
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検出されたバンドのシグナル強度の定量化には、ImageQuant TL software (GE 

Healthcare)を用いた。 

	
 免疫沈降には、NP-40 buffer (100 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1% NP-40, 0.5% 

Deoxycholate, 0.1% SDS)に可溶化し、不溶画分を除いた 200 µgの膜タンパク質サ

ンプルを用いた。膜タンパク質サンプルに、monoclonal anti-HA HA-11 (1:200; 

Biolegend)、monoclonal anti-FLAG M2 (1:200; Sigma)を加えて 4℃で 1時間混和し、

Protein G-Sepharose beads (GE Healthcare)を加えてさらに 4℃で 2時間混和した。

ビーズをSDS非含有NP-40 bufferにて 5回洗浄し、2.5 µlの Ling’s buffer (150 mM 

sucrose, 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 20 mM DTT, 10% SDS, 5 mM EDTA)と、12.5 µlの

Urea buffer (8 M urea, 30 mM sucrose, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 4 mM DTT, 2% SDS, 

1 mM EDTA)を添加して 37℃で 30分インキュベートした後、可溶化画分を用い

てイムノブロッティングを行った。 

 

蛍光免疫染色	
 

	
 免疫染色は文献 (22)を参考に実施した。回収した 5.0×105個の細胞を PBS に

て洗浄後、4% formaldehyde/PBS を用いて、0.1% Poly-L-lysin (Sigma)にてコーテ

ィングしたカバーグラス上に固定した (室温、15分、静置)。PBSにて 2回洗浄

を行った後、2% BSA/PBSにてブロッキングし (室温、1時間静置)、2% BSA/PBS

に懸濁した一次抗体を用いて抗体反応を行った (室温、1時間静置)。PBSにて 3

回洗浄を行った後、引き続き 2% BSA/PBSに懸濁した二次抗体を用いて抗体反

応(室温、遮光、1時間静置)を行った。PBSにて 3回洗浄を行った後、SlowFade 

Antifade kit (Molecular Probes)を用いて退色防止処理を行った。ZnT4-FLAG の検

出には、polyclonal anti-FLAG (1:2000; MBL) 及び Alexa 594-conjugated goat 

anti-rabbit IgG (1:200; Molecular Probes, Eugene, OR, A11032)を、ゴルジ体の検出に

は anti-GM130 (1:100; Transduction Laboratories) 及び Alexa 488-conjugated goat 

anti-mouse IgG (1:200; Molecular Probes)を用いた。染色された細胞の蛍光観察及

び撮影は、FSX100 (Olympus)を用いた。 

 

細胞表面ビオチン化アッセイ	
 

	
 本解析は文献 (21)を参考に実施した。細胞は PBSにて 2回洗浄した後、PBS

に溶解した EZ-Link, a sulfo-NHS-SS-biotin reagent (Pierce Protein Biology, Thermo 

Fisher Scientific)にて 4℃で 30分混和し、細胞外表面タンパク質のリシン残基の
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ビオチン標識を行った。ここに、streptavidin-coupled beadsを加えてさらに 4℃で

3時間混和し、ビオチン標識されたタンパク質を回収した。PBSにてビーズを 3

回洗浄した後、DTT含有 6× SDS sample bufferにて 37℃で 30分インキュベート

し、可溶化画分を用いて SDS-PAGEを行った。泳動後、タンパク質を PVDFメ

ンブレン (Millipore)に転写し、CBB染色液にて染色した。 

 

亜鉛蛍光試薬 Zinpyl-1を用いたフローサイトメトリー解析 
	
 本解析は文献 (20)を参考に実施した。解析には、亜鉛欠乏培地、通常培地、

亜鉛添加 (50 µM ZnSO4)培地にて 48時間培養した 2.0×106個の細胞を用いた。回

収した細胞を PBSで洗浄後、4% formaldehyde/PBSにて固定し、20 mM HEPES/ 

Hank’s balanced salt solution (HBSS)を用いて調製した 5 µM Zinpyr-1 (Santa Cruz 

Biotechnology)によって染色した(室温、遮光、30分静置)。染色した細胞を 20 mM 

HEPES/HBSSにて 2回洗浄した後、20 mM EDTA/PBS処理 (室温、5分静置)に

て細胞外の亜鉛を除いた。1% BSA/PBSにて細胞を再懸濁し、40 µmフィルター

通したものを測定サンプルとした。なお、解析には BD Accuri C6 Flow cytometer  

(BD Biosciences)を用い、Zinpyr-1の蛍光強度を測定した。 

 

統計処理	
 

	
 定量化したデータは n = 3の平均値を示し、その標準偏差の値をエラーバーで

示した。t検定により、p < 0.01 (*)となったものを統計的に有意差有りと判断し

た。 
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