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はじめに 

亜鉛は生命活動において不可欠な役割を果たす必須微量元素の一つである。亜鉛欠乏

に陥ると、味覚障害、皮膚炎、口内炎、褥瘡（難治性）、食欲低下などを発症し、生活の

質（QOL）が低下する 1)。症状がでていない潜在的なものを含め、日本国民の実に 15~25%

が亜鉛欠乏と判定されると試算されているため 2)、日常の食事によって亜鉛を充足させ

る意義は大きい。食事由来の亜鉛は主に小腸上皮において吸収され、小腸上皮細胞には

亜鉛輸送に特化した亜鉛輸送体が発現している。即ち、消化管側のアピカル膜には消化

管内腔から細胞内への亜鉛取り込みを担う亜鉛インポーターZIP4 が、血液側の側底膜

（バソラテラル膜側）には消化管上皮細胞から血液（門脈）への亜鉛放出を担う亜鉛エ

クスポーターZNT1 が発現している 3-5)。ZIP4 は亜鉛欠乏時にはアピカル膜に蓄積する

一方で、亜鉛十分時には速やかに分解される 6,7)。また、ZNT1は亜鉛欠乏時には速やか

に分解される一方で、亜鉛十分時には側底膜に蓄積する 8)。これらの結果から、消化管

において ZIP4 と ZNT1 は亜鉛量に応じて全く逆の応答を示し、その協調的な発現調整

により亜鉛吸収が制御されていることが強く示唆される 9)。しかしながら、亜鉛吸収の

場である消化管上皮細胞において、ZIP4 と ZNT1 両分子がどのような機序で連動し、

亜鉛吸収を制御しているのかについては、これまで全く明らかにされてこなかった。本

研究では、ZIP4 と ZNT1 の協調的な発現制御の分子機序を細胞レベルで解明すること

を試みた。 

 

 

方法 

1) ヒト ZIP4遺伝子導入 CaCO2 細胞株の樹立 

ヒト小腸モデル細胞として汎用される CaCO2 細胞に、Tet-on 3Gシステム（Clontech）

をプロトコールにしたがって導入し、その後、C末端には HAタグを付加できるように

デザインしたヒト ZIP4遺伝子を導入した。薬剤体制株の取得後、Dox依存的に ZIP4が

誘導発現される株を選別した。樹立した CaCo2細胞を極性分化させるために 0.4 μm pore

サイズの Transwell plate（Greiner Bio-one）を使用した。細胞表面ビオチン化アッセイに

は、極性分化させた細胞にドキシサイクリン（Dox）を作用させてヒト ZIP4 を誘導発現

させ、EZ-Link, a Sulfo-NHS-SS-Biotin reagent（細胞膜非透過性のビオチン化試薬）をア

ピカル側あるいはバソラテラル側から処理した細胞を使用した。細胞を回収して溶解し

た後、ストレプトアビジン固定化ビーズを用いて標識されたタンパク質を精製し、



6×SDS sample buffer に溶解後、ウェスタンブロットに供した。 

 

2) ZNT1欠損 CaCO2 細胞株の樹立 

CRISPR/Cas9を使用して、CaCo2細胞に内在的に発現するZNT1を欠損させた株を樹立

した。sgRNAに使用した配列は、5′-GGATCCGAGCCGAGGTAATG-3′であり、本配列を

pX330-B-Bベクターに導入した10)。常法にしたがって、ゲノム編集された株（欠損株）

を樹立した。抗ZNT1抗体を使用したImmunoblotにて欠損株のスクリーニング実施し、

ZNT1の発現が消失した株については、ゲノムDNAを回収した後、特異的プライマーを

使用してgRNA付近の配列を増幅させ配列を解析し、ゲノム編集されていることを確認

した。 

 

 

結果 

樹立した CaCo2 細胞において、Dox 依存的にヒト ZIP4 が誘導されることを確認後、

アピカル側からの ZIP4 が取り込んだ亜鉛によって、バソラテラル膜の ZNT1 の発現増

加に結びつくかどうか解析した。細胞表面ビオチン化アッセイの結果から、ZNT1の発

現の増加が、アピカル膜に薬剤依存的に誘導させた ZIP4 の量に応じて生じていること

が確認された。本結果は、消化管上皮細胞において「アピカル膜での ZIP4 の発現増加

→細胞内への亜鉛取込増加→バソラテラル膜での ZNT1の発現増加」というベクトリア

ル輸送制御が働くことを明示しており、消化管での亜鉛吸収におけるメカニズムとして

重要な知見であった。 

 

 

図１. A. Western blotによる ZIP4の誘導の確認とそれに応じた ZNT1発現の上昇。B. 極性分

化させた CaCo2細胞においては, Dox添加によりアピカル膜（Api）に ZIP4を誘導させるとバ

ソラテラル膜（Baso）の ZNT1の発現が増加する。 

 

 

次に、ZIP4 を介して CaCo2 細胞によって取り込まれた亜鉛が、ZNT1 を介してバソ

ラテラル側から排出されることを明示するために、CaCo2 細胞に内在的に発現する

ZNT1 を消失させた株の樹立を試みた。CRISPR/Cas9 を使用して ZNT1 遺伝子を編集し



た結果、ZNT1 の発現を完全に消失する株を取得することに成功した。ZNT1 が欠損す

ると細胞内の亜鉛を排出できなくなるために、細胞内亜鉛量に比例して発現が増減する

メタロチオネイン（MT）の発現が増加することが予想された。解析の結果、樹立株に

おいて MT の発現が著しく増加しており、ZNT1 欠損の影響が正しく反映されていた。

現在、本株を極性分化させた状況でバソラテラル側からの亜鉛排出に関する解析を実施

している。 

 

図２. ZNT1の発現が消失した CaCo2細胞では、MTの高亜鉛に対する感受性が増加してい

る。Tubulinはローディングコントロールとして泳動。 

 

 

考察 

ZIP4の変異は、先天性亜鉛欠乏症である腸性肢端皮膚炎（Acrodermatitis enteropathica, 

AE）を引き起こす 11)。AE 患者が亜鉛恒常性を維持するには、日常量に推奨される亜

鉛摂取量の 15~30 倍量の亜鉛摂取が必要となることから 12)、亜鉛吸収過程においては、

他の亜鉛トランスポーターが ZIP4の機能を代替することはできないことがわかる。す

なわち、ZIP4 は亜鉛吸収において必要不可欠な分子である。一方、ZNT1 は哺乳類で

初めに同定された亜鉛トランスポーターであるが、その制御機構に関しては長らく明

らかにされてこなかった。最近、我々のグループが、ZNT1の発現量が亜鉛レベルに応

答して鋭敏に変化すること、およびその応答が ZIP4と逆であることを報告し 8)、ZNT1

の亜鉛ホメオスタシス維持における重要性が再認識されてきたところである。ZNT1は

ZIP4 と同様に消化管上皮細胞に発現するが、ZIP4 がアピカル膜に局在するのに大し

て、ZNT1 はバソラテラル膜に局在することから、ZIP4 と ZNT1 の亜鉛レベルに依存

した発現連動が亜鉛吸収を厳密に制御していることが想定される。本研究では、この

発現連動に関して CaCo2細胞を使用して解明することを試みたところ、ZIP4が取り込

んだ亜鉛によって ZNT1 の発現が増加することを強く示唆する結果を得ることに成功

した。この結果は、消化管での亜鉛吸収過程では、上皮細胞内でのベクトリアル輸送

制御「アピカル膜での ZIP4の発現抑制→細胞内への亜鉛取込減少→バソラテラル膜で

の ZNT1の発現低下」が機能していることを意味する（図３）。 

 



   

図３. 消化管上皮細胞における ZIP4と ZNT1の発現制御を介した亜鉛吸収制御のモデル 

 

 

消化管での亜鉛の吸収効率は通常 30％程度とされ、その値は亜鉛欠乏時には増加す

ることが知られる 12, 13)。この吸収率の変化は、ZIP4 の発現と相関することが知られて

いる。このことを考えると、日常の食事で亜鉛吸収効率を高めるには、ZIP4の発現を増

加させることが重要であり、これを実現させることができれば、亜鉛欠乏予防につなが

る可能性が高い 14, 15)。本研究の成果からも、ZIP4 を標的にする因子が最も効果的であ

ること確認された。今後は、本成果を用いて、ZIP4 の発現を増加させる食品因子の探索

を進め、亜鉛吸収効率の増加に結びつく活性を有する食品因子の同定を目指したい。 
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