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概 要 近年の分子生物学的アプローチの進展により，必須ミネラルの新たな生理機能が相次いで見つかってい

る。特に膜輸送に関わるトランスポーターやチャネルの機能が分子レベルで明らかにされ，各種ミネラルの細胞

内での代謝メカニズムに関する知見が劇的に増加している。その過程で，これまで想像もされていなかったミネ

ラル間の相互作用が存在することを示す知見が報告され，各種ミネラルが互いに影響を与えていることが示唆さ

れるようになってきた。したがって，その全容を解明することは，健康機能を理解する上でも重要な課題となる。

これらミネラルの間の相互作用には，ミネラルの膜輸送に関わるトランスポーターやチャネルがどのように互い

の機能に影響を与えるのかについて解析できる実験系を確立し，その分子メカニズムの理解を深めることが重要

となる。本研究では，ニワトリ DT40 細胞を用いて，マグネシウム輸送チャネル TRPM6 が小器官局在型の亜鉛

トランスポーターが発信する亜鉛シグナルに及ぼす影響について，B 細胞受容体シグナルで活性化される ERK の

リン酸化レベルを指標にして解析を実施した。さらに，亜鉛トランスポーターが他のミネラルの輸送に関わる可

能性について，亜鉛トランスポーターZnT10 に着目し，ZnT10 のミネラル認識機構について検討した。 

まず，ゴルジ体に局在する亜鉛トランスポーターZIP9 と ZIP13 を欠損させた二重欠損株では，両トランスポー

ターから発信される亜鉛シグナルにより増加する ERK のリン酸下が激減する現象に対して，マグネシウムチャ

ネル TRPM6 が与える影響について解析した。しかしながら，これまでのところ，TRPM6 が ERK のリン酸下に

与える影響を検出できてはおらず，亜鉛シグナルとのクロストークの可能性について検討したが，これまでのと

ころ，ZIP9 と ZIP13 に関連する亜鉛シグナルとの相互作用を強く示唆する結果は得られていない。また，トラン

スポーターを介したミネラル相互作用の分子機序を明らかにする目的で ZnT10 のマンガン輸送機序について，亜

鉛特異的輸送を担う ZnT1 と比較解析した結果，膜貫通領域内の一つのアミノ酸残基が，亜鉛とマンガンの識別

に重要であることを明らかにした。 

ミネラルの膜輸送に関わる各トランスポーターやチャネルにおいて，このようなアミノ酸残基を特定していく

ことで，それぞれがどのようにミネラルの相互作用に関与するのか，また，相互作用に関与しないのかについて

明らかにすることが可能となると考えている。 

 

１．研究背景および目的 

近年の分子生物学的アプローチの進展により，必須ミ

ネラルの新たな生理機能が相次いで報告されている(1-3)。

特に膜輸送に関わるトランスポーターやチャネルの機能

が分子レベルで明らかにされ，各種ミネラルの細胞内での

代謝メカニズムに関する知見が劇的に増加している。その

過程で，これまで想像もされていなかったミネラル間の相

互作用が存在することを示す知見が報告され(4-8)，各種ミ

ネラルが互いに影響を与えていることが示唆されるように

なってきた。したがって，その全容を解明することは，健康

機能を理解する上でも重要な課題となる。これらミネラル

の間の相互作用には，ミネラルの膜輸送に関わるトランス
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ポーターやチャネルがどのように互いの機能に影響を与

えるのかについて解析できる実験系を確立し，その分子メ

カニズムの理解を深めることが重要となる。本研究では，

我々のグループが亜鉛トランスポーターの機能解析に用

いているニワトリ B リンパ球 DT40 細胞において(9)，マグネ

シウム輸送チャネル TRPM6(10)が亜鉛シグナルに及ぼす

影響について，B 細胞受容体シグナルで活性化される

MAPK のリン酸化レベルを指標にして解析を実施した。さ

らに，亜鉛トランスポーターが他のミネラルの輸送に関わ

る可能性について，亜鉛トランスポーターZnT10 に着目し，

ZnT10 のミネラル認識機構について検討した。 

 

２．研究方法 

2．1 細胞培養 

ニワトリDT40細胞（chicken pre-B cell）の培養には，

FBS 10%, Chicken serum1%, 2-Mercaptoethanol 0.1% を

添加した RPMI1640 Medium を用いた(9)。TRPM6 発現

細胞に微量金属元素を添加する解析では，培地中に

ZnSO4（終濃度 60 μM），MgSO4（同 1 mM），MnSO4

（同 40 μM），あるいは CoCl2（同 100 μM）を加え，

24 時間培養した。 

２．２ 欠損株の作成と TRPM6 発現株の樹立 

DT40細胞から抽出したゲノムDNAをテンプレートに用

いてPCRにて増幅したフラグメントを，薬剤耐性遺伝子の

両端に接続し，各亜鉛トランスポーター，マンガン排出トラ

ンスポーター遺伝子破壊用ベクターを構築した。作成した

ベクターをエレクトロポレーション法にて，DT40細胞に導

入し，それぞれについて欠損株を順次作成した(9)。さらに，

これらベクターを組み合わせ，本解析に使用した二重欠

損 株 （ ZIP9ZIP13 二 重 欠 損 株 ） ， 三 重 欠 損 株

（ZnT1MTZnT4三重欠損株）を樹立した。マンガン輸送チ

ャネルTRPM7欠損株については，現在，樹立を試みてい

る。また，TRPM6遺伝子（DNAFORMより購入）をDT40細

胞発現用ベクターpA-puroに組み込み，ZIP9ZIP13二重

欠損株に導入し，安定発現株を樹立した。同様の手法に

て，TRPM6発現株の対象株としてTRPML1-GFPを安定に

発現する株を樹立した。 

２．３ Immunoblot 解析 

回収した細胞から全タンパク質抽出液を調整し，それ

ぞれの細胞における ERK のリン酸化の状態を

immunoblot 解析にて検出した。Immunblot 解析では，各

細胞から調製したタンパク質 20 μg を SDS-PAGE に供し，

PVDF membrane に転写した。転写後，membrane を各一

次抗体（抗リン酸化 ERK 抗体，ERK 抗体，tubulin 抗体，

抗 TRPM6 抗体），続いて HRP 標識二次抗体と反応させ

た後，発光基質を用いて検出した。 

２．４ 亜鉛・マンガン耐性アッセイ 

各細胞を10×104 cells/mlで播種し，図に示した亜鉛，

マンガン濃度存在下で2日間培養した。その後，Alamar 

Blue試薬を10 μlを添加して3〜4時間培養後，570 nm，

600 nmの吸光度を測定し，得られた値から各金属濃度に

おける生存率を算出した。 

 

３．研究結果 

３．１ 亜鉛シグナル解析用細胞株の樹立 

細胞内の亜鉛ホメオスタシスは，様々な亜鉛トランスポ

ーターによって制御されるが，本解析では，ゴルジ体に局

在する亜鉛トランスポーターZIP9とZIP13が関与する亜鉛

シグナルにおいてTRPM6の影響を解析することを試みた。

そのため，まず，ZIP9ZIP13 二重欠損株を作成した。通常

培養条件下での ERK のリン酸化レベルへの影響を検証

したところ，野生型（WT）に比較して，ZIP9 欠損株では約

85%，ZIP13 欠損株では約 25%までリン酸化レベルが減

少しており，ZIP9ZIP13 二重欠損株においては，約 5%ま

で抑制されていることが判明した（図１）。さらに，WT では

BCRの活性化に伴い，MAPKのリン酸化レベルは上昇す

る。しかしながら，Δ9-13 においては BCR を刺激した場合

においても，WT のような MAPK のリン酸化レベルの上昇

はみられなかった。この現象が細胞内の亜鉛濃度の低下 

 

 

図１. ZIP9ZIP13 二重欠損株においては ERK のリン酸化

レベルが減少する。野生株を WT，ZIP9ZIP13 二重欠損

株（3 株）を ZIP9-/-ZIP13-/-と表記。 
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に起因するものかを検証するために，亜鉛のイオノフォア

（ZnPy）を用いて人為的に細胞内亜鉛濃度を上昇させる

操作を行った。WT では MAPK のリン酸化レベルの上昇

がみられる濃度の ZnPy 刺激を行った場合も，ZIP9ZIP13

二重欠損株では ERK のリン酸化レベルに有意な変化は

観察されなかった。 

３．２ TRPM6 発現細胞株の樹立と亜鉛シグナルへの関

与について 

TRPM6 が亜鉛シグナルに及ぼす影響を観察するため

に，ZIP9ZIP13 二重欠損株に TRPM6 を恒常的に発現さ

せ，ERK のリン酸化レベルに与える影響について解析し

た。TRPM6 発現株 3 株について解析したが，ZIP9ZIP13

二重欠損株において減少した ERK のリン酸化レベルに

大きな影響はみとめられなかった（図２）。さらに，TRPM6

発現 ZIP9ZIP13 二重欠損株における ERK のリン酸化レ

ベルがマグネシウムを含むいくつかの金属の添加によっ

て回復する可能性についても検討したが，いずれの金属

の添加によっても，ERK のリン酸化レベルに大きな影響を

みとめることはできなかった（図３）。 

3．3 亜鉛トランスポーターのミネラル認識機構に関する

解析 

膜輸送に関わるトランスポーターが，どのように輸送基

質となるミネラルを認識し区別しているのかについての知

見を蓄積するために，亜鉛トランスポーターによる金属認

識・輸送機構に関する検討を行った。これまで，亜鉛輸送

に特化していると考えられていた ZnT トランスポーターの

中で，ZnT10 がマンガン輸送に関与する可能性が相次い

で報告されている(7)。そこで，亜鉛に特化した輸送を行う

ZnT1 と ZnT10 の間でドメイン交換変異体を作成し，

ZnT10 のマンガン認識機構について解析した。マンガン

輸送を評価するための細胞株として，マンガンに対して高

感受性を示す SPCA1 欠損株を(11)，亜鉛輸送を評価する

ための細胞株として，ZnT1MTZnT4 三重欠損株を作成し

(12)，両株にそれぞれのドメイン変異体を発現させた。その

結果，ZnT10 の膜貫通領域に特徴的なアスパラギン残基

を ZnT1 でみとめられるヒスチジン残基に置換すると，マン

ガン輸送活性が消失することを見出した。また，逆にZnT1

のヒスチジン残基を ZnT10 でみとめられるアスパラギン残

基に置換すると，亜鉛輸送活性を消失すると同時に，マン

ガン輸送活性が付与されることを見出した(11)（図４）。他に

作成したドメイン変異体ではこのような輸送活性の消失や

変化が認められなかったことから，この膜貫通領域内の一

つのアミノ酸残基が，亜鉛とマンガンの識別に重要である

ことを明らかにした。 

 

 

図２. TRPM6 は，ZIP9 と ZIP13 が関与する亜鉛シグナル

に大きな影響を与えない。ZIP9ZIP13 二重欠損株に

TRPM6 と TRMPL1 を発現させた時の ERK のリン酸化レ

ベルを検出。Tubulin はローディングコントロール。 

 

 

 

図３. TRPM6 を発現する ZIP9ZIP13 二重欠損株における亜鉛シグナルの減少は，マグネシウム添加によっても回復しな

い。TRPM6 発現 ZIP9ZIP13 二重欠損株をマグネシウム，亜鉛，マンガン，コバルトを含む培養液で 24 時間培養した後，

ERK のリン酸化レベルを検出した。リン酸化 ERK のバンドに大きな変動はみとめられない。 
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図４. ZnT10 の膜貫通領域に位置するアスパラギン残基がマンガンの認識に重要である。ZnT10 の膜貫通領域に位置す

るアスパラギン残基（N43）を ZnT1 でみとめられるヒスチジン残基に置換すると，ZnT10 は，亜鉛輸送活性を獲得すること

なく（A），マンガン輸送活性を消失する（B）。一方，逆に ZnT1 のヒスチジン残基（H43）を ZnT10 でみとめられるアスパラ

ギン残基に置換すると，ZnT1 は，亜鉛輸送活性を消失するが（C），マンガン輸送活性を獲得する（D）。 

 

４．考察と今後の展望 

本研究では，マグネシウムチャネル TRPM6 の亜鉛シグ

ナルとのクロストークの可能性について検討したが，これ

までのところ，ZIP9 と ZIP13 に関連する亜鉛シグナルとの

相互作用を強く示唆する結果は得られていない。今後は，

ZnT1MTZnT4 三重欠損株を用いて亜鉛感受性に及ぼす

影響や，SPCA1欠損株を用いてマンガン感受性に及ぼす

影響について解析する予定である。また，本研究では，ト

ランスポーターを介したミネラル相互作用の分子機序を明

らかにする目的で ZnT10 のマンガン輸送機序についても

解析した。これまでに，ZnT1 との比較解析の結果，膜貫

通領域内の一つのアミノ酸残基が，亜鉛とマンガンの識

別に重要であることを明らかにしており，このようなアミノ酸

残基を特定していくことで，各トランスポーターやチャネル

がどのようにミネラルの相互作用に関与するのか，また，

相互作用に関与しないのかについて明らかにすることが

可能となり，ミネラル研究分野の発展に価値ある成果を生

むと考えている。 
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Summary 

Recent studies on mineral transporters and channels have revealed a number of novel physiological 

significances for many minerals.  They have also shown unexpected phenomena that transporters/channels, which 

had been thought to be specifically functional for one mineral, can operate to mobilize other minerals and be 

involved in their metabolism.  Elucidating of the molecular basis of these events is important for our better 

understanding of mineral functions and for applying its information for human health.  Thus, we tried to clarify 

how each mineral transporter or channel can be associated with transporting its second mineral substrate, in 

addition to its primary substrate, and can be involved in its cellular metabolism in more detail. 

Just like calcium ion as a second messenger, zinc ion is released into the cytosol, in which zinc transporters 

localized to Golgi apparatus play a pivotal role.  We found the Golgi-resident ZIP9 and ZIP13 are necessary for 

sustaining the ERK phosphorylation level in the cells: the ratio of the phosphorylation ERK to total ERK was 

significantly decreased in chicken DT40 deficient in ZIP9 and ZIP13 (ZIP9-/-ZIP13-/- cells) compared with wild 

type DT40 cells.  To evaluate magnesium channel TRPM6 on the regulation of this zinc signaling function, we 

overexpressed TRPM6 in ZIP9-/-ZIP13-/- cells and examined its contribution.  However, we found no restoration 

of the reduced ERK phosphorylation ratio by TRPM6 expression.  Moreover, we added magnesium in the culture 

medium of ZIP9-/-ZIP13-/- cells stably expressing TRPM6 and examined its effects, but addition of magnesium 

caused no significant effects on the reduced ERK signaling.  We have not yet found directs evidences that 

TRPM6 plays a role in zinc signaling originated from the Golgi-resident ZIP9 and ZIP13. 

Furthermore, we evaluated the molecular mechanism how mineral transporter determine its substrate metal. 

We found ZnT10 plays a role manganese specific transporter, while ZnT1 plays a zinc specific transporter.  A 

domain swapping and substitution analysis between hZnT10 and hZnT1 showed that residue N43 of hZnT10, 

which corresponds to H43 in the intramembranous zinc coordination site of hZnT1, is necessary to impart 

hZnT10’s unique manganese mobilization activity.  Interestingly, the H->N reversion mutant in hZnT1 

conferred manganese transport activity and loss of zinc transport activity.  These results provide important 

information about metal substrate discrimination mechanis in mineral transporter/channels and crosstalk among 

minerals. 
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