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研究成果の概要（和文）：小胞体、ゴルジ体からなる初期分泌経路には、新規に合成された分泌タンパク質が正
確な立体構造を形成できるように様々なタンパク質品質管理機構が備わっている。我々はこれまでに、このタン
パク質品質機構に亜鉛が重要な働きを有することを見出してきた。しかしながら分泌経路内の亜鉛そのものがど
のように制御されているのかはほとんど不明であった。本研究では、新規に開発した分泌経路内の亜鉛イメージ
ング技術を用いて、ゴルジ体に局在する亜鉛輸送体タンパク質がどのように分泌経路内の亜鉛濃度維持に関わる
かを解明した。さらに、亜鉛輸送体タンパク質の発現抑制がタンパク質品質管理に影響を与えることを見出し
た。

研究成果の概要（英文）：Newly synthesized secretory proteins are natively folded in the early 
secretory pathway: the endoplasmic reticulum and the Golgi apparatus. These organelles contain a 
number of systems to survey the quality of these proteins. We had found that zinc ions play a 
crucial role in this protein quality control system via an activation of ERp44, a member of PDI 
family.
In this study, newly developed zinc imaging technology revealed how zinc transporters involve in the
 regulation of zinc homeostasis at the Golgi apparatus. Knockdown of the Golgi-localized zinc 
transporters induced malfunction of ERp44-mediated protein quality control in the early secretory 
pathway.

研究分野： 生体機能化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、小胞体ゴルジ体内の亜鉛濃度がどのくらいであるかはほとんど不明であった。私たちが開発した手法
により、その値が明らかとなった。さらに亜鉛輸送体がどのように亜鉛濃度維持に関わっているかを発見するこ
とができた。これらの研究成果は、分泌経路における亜鉛の生理的な意義を考える上で重要な基礎的知見になる
と考えられ、本研究成果をもとに亜鉛生物学の発展に大きく寄与すると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 新規に合成された膜タンパク質や分泌タンパク質は、小胞体内腔で正しい立体構造を獲得す
ると、小胞体を出芽する分泌小胞内へ取り込まれ、ゴルジ体を経由して目的部位へ運ばれて、そ
のタンパク質機能を発現する。小胞体局在タンパク質は、C 末端に KDEL 様配列を持つことで、
ゴルジ体から小胞体へ KDEL 受容体により逆行輸送され、小胞体局在を維持する。しかしなが
ら酸化的フォールディングに関わる Ero1αや、会合状態が未成熟なアディポネクチンや IgMは、
小胞体へ逆輸送されるべきにも関わらず C 末端 KDEL 様配列を有さない。ERp44 はこれらの
タンパク質をゴルジ体内腔で特異的に認識・結合し、C 末端 RDEL 配列依存的に小胞体へ逆行
輸送することで初期分泌経路内腔のタンパク質品質管理に寄与する。ERp44 は、3 つのチオレ
ドキシン様ドメインと、C 末テールから構成される PDI ファミリータンパク質で、中性 pH 条
件では、C 末テールを閉じた構造を形成する。所属研究室では、ERp44 が小胞体―ゴルジ体間
の pH 低下を認識して、酸性条件のゴルジ体で C 末テールが開いた構造をとり、基質タンパク
質と結合する分子機構を解明していた。 
 さらに私たちは、ERp44 の C 末テールの根元に His 残基がクラスターを形成していることに
着目し、ここに亜鉛イオンが結合することで C 末テールの構造が大きく変化し、基質タンパク
質との結合能が劇的に上昇することを発見した。培養細胞を用いた実験では、亜鉛キレート剤で
ある TPEN を処理し亜鉛を枯渇させると、ERp44 がゴルジ体に蓄積することを発見した。さら
に、ゴルジ体に局在し、ゴルジ体内腔方向へと亜鉛イオンを輸送する ZnT ファミリーメンバー
(ZnT5, ZnT6, ZnT7)を発現抑制した細胞でも同様に、ERp44 がゴルジ体に蓄積することを発見
した。これらの結果から、ERp44 はゴルジ体において ZnT ファミリーメンバーと強調して亜鉛
イオンを獲得して活性化することで、基質タンパク質を小胞体へと逆輸送することが明らかと
なっていた。 
 しかしながら、ERp44 が初期分泌経路内腔で亜鉛イオンを獲得するための分子機構の詳細は
不明であり、分泌経路中における亜鉛イオンの恒常性維持機構とタンパク質品質管理機構が密
接に関連する分子機構は全く不明であった。 
 
２．研究の目的 
 小胞体・ゴルジ体に局在する亜鉛輸送ファミリー（ZnT および ZIP）に着目し、亜鉛イオン制
御による ERp44 機能制御機構を分子レベルで解明する。 
 本研究では、(1) ERp44 を制御する特異的な亜鉛輸送体ファミリーメンバーの同定、(2) 亜鉛
輸送体を介した亜鉛イオン濃度変化の観測、(3) 亜鉛輸送体による ERp44 制御の分子機構の解
析を行い、目的を達成する。 
 
３．研究の方法 
(1) ERp44 を制御する亜鉛輸送体の同定 
細胞内局在制御機構：HeLa Kyoto 細胞を用いて、各 ZnT および ZIP ファミリーメンバーをそ
れぞれ発現抑制する。細胞を固定後、ERp44 抗体と GM130 抗体を用いて免疫染色する。共焦
点レーザー顕微鏡を用いて ERp44 の細胞内局在変化への影響を観察した。 
 変化が見られた亜鉛輸送体に関して、siRNA 耐性を持つ cDNA を作製した。ノックダウンレ
スキュー実験を行い、ERp44 の細胞内局在制御に与える効果を検証した。さらに活性変異体や
過去に報告のある変異体を用いて同様の解析を行い、ERp44 制御分子機構の探索を行った。 
 
細胞内機能制御機構：ERp44 の基質タンパク質である Ero1αや ERAP1、Prx4 は、細胞内に過
剰発現されると、ERp44 のキャパシティを越えてしまい細胞外へ分泌される。各亜鉛輸送体を
発現抑制した細胞に、ERp44 基質タンパク質を過剰発現させ、その細胞外分泌量をウェスタン
ブロットによって検出した。 
 
(2) 亜鉛輸送体を介した亜鉛イオン濃度変化の観測 
 共同研究によって開発された新規亜鉛検出プローブ ZnDA-1H を用いて(Kowada et al., Cell 
Chem Biol, 2020)、ゴルジ体の亜鉛イオン濃度定量を行った。本技術では、Halo タグテクノロ
ジーを用いることで指定のオルガネラに亜鉛プローブを特異的に局在させることが可能である。 
小胞体、シスゴルジ体、ミディアルゴルジ体、トランスゴルジ体にそれぞれ局在する Halo タグ
タンパク質発現プラスミドを準備し、それぞれのサブオルガネラにおける亜鉛イオン濃度定量
を行った。さらに、ゴルジ体へ亜鉛イオンを流入する ZnT メンバーを発現抑制した細胞を用い
て同様の解析を行い、ZnT によるゴルジ体亜鉛イオン濃度制御機構を検討した。 
 
(3) 亜鉛輸送体による ERp44 制御の分子機構の解析 
 亜鉛輸送体と ERp44 が特異的に相互作用する可能性を想定し、オルガネラ内腔領域に FLAG
タグ配列を挿入した亜鉛輸送体を準備し、細胞内における ERp44 との相互作用を PLA 



(proximity ligation assay)によって検出することを試みた。 
 
 
４．研究成果 
(1) ERp44 を制御する亜鉛輸送体の同定 
はじめに、各 ZnT に対する siRNA をトランスフェクションした細胞の mRNA を抽出し、発現
抑制効率をそれぞれ確認した。それぞれ目的遺伝子の発現抑制効果を確認し、また目的以外の
ZnT メンバーに対しては mRNA 量に大きな変化を与えないことが明らかとなった。 
 
細胞内局在制御機構：各 ZnT 発現抑制細胞を用いて ERp44 の細胞内局在を観察したところ、
興味深いことに、ある１種類の ZnT を発現抑制するだけで十分に ERp44 がゴルジ体に蓄積す
る表現型を示すことが明らかとなった。この ZnT の cDNA をクローニングしたのち、siRNA 耐
性変異を加えた発現プラスミドを作製した。ゴルジ体に局在するすべての ZnT をノックダウン
した細胞に、siRNA 耐性 ZnT を発現させたところ、ERp44 のゴルジ体への蓄積が完全に解消
した。さらに、亜鉛輸送に必須のヒスチジンとアスパラギン酸をそれぞれアラニンに置換した
HADA 変異体では、この局在変化の回復が見られなかった。以上の結果から、この ZnT によっ
てゴルジ体内に輸送される亜鉛イオンがERp44の細胞内局在制御に重要であることが明らかと
なった。一方、他の亜鉛酵素の活性化に関わることが知られるジプロリンモチーフをアラニンに
置換した PP-AA 変異体では、野生型同様に ERp44 の細胞内局在を回復させた。また、すべて
の ZnT を発現抑制した細胞に対して亜鉛イオノフォアである Zinc pyrithione を処理するだけ
で ERp44 の細胞内局在が回復した。これらの結果は、ERp44 は ZnT との特異的な相互作用を
必要とせず、亜鉛イオン濃度が高い場所で亜鉛を獲得するものと考えられた。 
 
細胞内機能制御機構：ZnT を発現抑制した細胞に、FLAG タグを付加した ERp44 基質タンパク
質を過剰発現させ、細胞外に分泌した基質タンパク質量を検証したところ、ある種の ZnT を発
現抑制した細胞では有意に分泌量が増加した。意外なことに、この ZnT は ERp44 の細胞内局
在制御に強く関わる ZnT とは別のメンバーであった。 
 
(2) 亜鉛輸送体を介した亜鉛イオン濃度変化の観測 
ゴルジ体の各層板に局在する Halo タグタンパク質発現プラスミドを作製し、その場所における
亜鉛イオン濃度測定を行なった。過去の報告に矛盾なく、我々の使用している HeLa Kyoto 細胞
においても、ゴルジ体の遊離亜鉛濃度は小胞体よりも有意に高いことが明らかとなった。さらに
面白いことに、ゴルジ体の中でも最上流領域は下流領域に比べて高い遊離亜鉛を保持している
ことが明らかとなった。各 ZnT を発現抑制した細胞についても同様に測定したところ、ERp44 の
細胞内制御に関わる ZnT を発現抑制した際には、ゴルジ体の最上流領域の遊離亜鉛濃度が顕著
に低下し、機能制御に関わる ZnT を発現抑制した際には、ミディアルからトランスゴルジ体領域
の遊離亜鉛濃度が低下することが明らかとなった。 
 
以上の結果を総合すると、ゴルジ体内でも上流領域の遊離亜鉛濃度の維持が ERp44 の正確な細
胞内局在化に重要な一方で、ゴルジ体下流領域における遊離亜鉛濃度維持が ERp44 の機能発現
には重要であると考えられた。 
 
(3) 亜鉛輸送体による ERp44 制御の分子機構の解析 
亜鉛輸送体のオルガネラ内腔領域に FLAG タグを付加した変異体を作製し、ERp44 との相互作用
を検出しようと試みたが、この変異体は、ERp44 の細胞内局在を回復させる活性を見ることがで
きなかった。様々な場所に FLAG タグを挿入して検討したが、いずれの場合においても ERp44 の
局在を回復しなかった。このことから、亜鉛輸送体の内腔領域はそのタンパク質活性に必須であ
ることが考えられた。また、(1)の研究成果から、ERp44 の細胞内局在調節には、ゴルジ体内の
遊離亜鉛濃度が最も重要であり、亜鉛輸送体との特異的な相互作用はそれほど必要でないと考
えられたため、本解析は中断することとした。 
 
以上のように、ゴルジ体に局在する複数の ZnT 亜鉛輸送体は、それぞれ異なる機能を有し、複雑
に ERp44 の制御に関わることが明らかとなった。これまで、ゴルジ体に局在する ZnT が異なる働
きを持つことを示す知見はほとんど発表されておらず、亜鉛生物学分野において重要な研究成
果を得ることに成功した。 
研究成果について取りまとめ、論文投稿準備中である。 
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