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研究成果の概要（和文）： 
亜鉛要求性酵素の１つである TNAP の活性化は、分泌経路に局在する亜鉛トランスポーター
ZnT5,ZnT6,ZnT7 の複合体によって活性化されること、また亜鉛を強制導入しても TNAP の
活性化は起こらないことから、ZnT5/ZnT6 ヘテロ複合体(ZnT7 ホモ複合体)を介して TNAP
に亜鉛が供給される必要があることが判明した。また亜鉛輸送ができない ZnT5/ZnT6 ヘテ
ロ複合体を発現させると TNAP は活性化されないが、アポ型として安定に発現していた。以
上の結果から、ZnT 複合体は、最初に TNAP タンパク質を安定化し、続いて TNAP に亜鉛を
供給する 2段階の制御機構によって TNAP の活性化を行っていることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：  
The reduced activity of TNAP in DT40 cells deficient of two ZnT complexes (ZnT5/ZnT6 
heterodimer and ZnT7 homo-oligomer) was not restored by zinc supplementation nor by 
exogenous expression of other ZnTs that increase the zinc content in the early secretory 
pathway. Moreover the expression of ZnT5/ZnT6 heterodimers reconstituted with 
zinc-transport-incompetent ZnT5 mutant failed to restore TNAP activity, but could stabilize 
the TNAP protein as the apo-form. These findings demonstrate that TNAP is activated not 
simply by passive zinc binding, but by an elaborate two-step mechanism via protein 
stabilization followed by enzyme conversion from the apo- to the holo-form with zinc loaded 
by ZnT complexes in the early secretory pathway.        
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１．研究開始当初の背景 
 多くの亜鉛要求性酵素は、分泌経路で亜鉛

が供給されることによりアポ型からホロ型
へと変換される。申請者らはこれまでに、亜
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鉛要求性酵素の１つである組織非特異的ア
ルカリフォスファターゼ(TNAP)の活性化に
は分泌経路に局在する亜鉛トランスポータ
ー複合体(ZnT5/ZnT6 ヘテロ複合体と ZnT7
ホモ複合体)が必要であることを示してきた
が、その活性化機構の詳細は明らかにされて
いなかった。 
 
２．研究の目的 
 亜鉛トランスポーター複合体による TNAP
活性化機構の詳細を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 申請者らはこれまでに、相同組み換え効率
が高く、欠損株作製が容易にできる DT40 細
胞を用いて分泌経路に局在する亜鉛トラン
スポーター複合体(ZnT5/ZnT6 ヘテロ複合体
および ZnT7ホモ複合体)を欠損させた三重欠
損株(以下 TKO 株と略す)を作製し、この株で
は TNAP活性が完全に消失すること、さらに、
この株に亜鉛トランスポーター複合体を発
現させると TNAP の活性が回復できることを
観察していた。そこで亜鉛トランスポーター
複合体による TNAP の活性化の機序をさらに
明らかにするために、TKO 株に、亜鉛の強制
導入や様々な亜鉛トランスポーターの変異
体などを発現させたレスキュー実験を行い、
その時の TNAP 活性と TNAP タンパク質の挙動
を観察した。 
 
４．研究成果 
 分泌経路に局在し、その内腔に亜鉛を輸送
することが知られる亜鉛トランスポーター
ZnT1,ZnT2,ZnT3,ZnT4,ZnT8をTKO株に発現さ
せても TNAP の活性は回復しないことがわか
った(図1A)。またTKO株に亜鉛を強制導入し、
分泌経路内に十分量の亜鉛を存在させても、
TNAP が活性化されなかった。さらに、亜鉛輸
送能を失った ZnT5 変異体を ZnT6 と共に TKO
株に発現させた細胞を樹立し、亜鉛を強制導
入した場合においても TNAP の活性を回復す
ることはできなかった(図 1B)。これらの結果
は、TNAP の活性化には ZnT5/ZnT6 ヘテロ複合
体（ZnT7 ホモ複合体）を介して亜鉛が供給さ
れる必要があることを示唆している 

 
図 1 (A) TKO 株に ZnT5/ZnT6 以外の様々な
ZnTs を発現させても TNAP の活性は回復しな
い。(B) ZnT5/ZnT6 ヘテロ複合体の亜鉛輸送
能が TNAP の活性化に重要である。ZnT5H451Aと
ZnT5D599Aは亜鉛輸送ができないZnT5の変異体。
ZnPy:亜鉛イオノフォア 
 
 
 そこで次に、ZnT 複合体と TNAP の関係をさ
らに詳しく解析した。まず Cre-loxP システ
ムにより ZnT6 の発現を消失することができ
る細胞を作製した。この株にタモキシフェン
を加えて ZnT6 の発現を消失すると、TNAP の
活性は消失し、それと同時に TNAP タンパク
質の発現も消失した（図 2A ）一方、同じ株
を亜鉛欠乏下で培養すると、TNAP 活性は消失
するものの、TNAP タンパク質の発現は消失し
なかった(図 2B)。次に同様の解析を、亜鉛輸
送能を失った ZnT5 変異体をもちいて行った
ところ、ZnT5/ZnT6 へテロ複合体から亜鉛が
輸送されないにもかかわらず、TNAP タンパク
質は不活性型のアポ型として存在すること
が判明した（図 2C）。さらに、TNAP の安定
化は ZnT5/ZnT6へテロ複合体とは別経路で亜
鉛を供給する ZnT7 ホモ複合体を TKO 株に発
現させた場合にも観察されることから、
ZnT5,ZnT6,ZnT7 の存在が TNAP タンパク質の
安定化に必要であることが明らかになった。 
 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 ZnT5/ZnT6 へテロ複合体は TNAP タンパ
ク質を安定化する。(A)ZnT5/ZnT6 へテロ複合
体が消失すると、それに伴い TNAP タンパク
質も消失する。(B)亜鉛欠乏下では TNAP 活性
は消失するものの、TNAP タンパク質の発現は
消失しない。(C)亜鉛輸送能を失った ZnT5 の
変異体を発現させた場合は、ZnT5/ZnT6 へテ
ロ複合体から亜鉛が輸送されないにも関わ
らず、TNAP タンパク質の発現は消失しない。
このとき、ZnT6 の発現をタモキシフェン処理
によって消失させると(A)の場合と同様に
TNAP タンパク質の発現は消失する。 
 
 
 これらの結果より、TNAP タンパク質の活性
化は、まず亜鉛トランスポーター複合体
(ZnT5/ZnT6 へテロ複合体および ZnT7 ホモ複
合体)によって安定化された後に、亜鉛が供
給されるという 2段階の制御によって行われ
ることが判明した(図 3)。 
 

 
図 3 ZnT5/ZnT6 へテロ複合体と ZnT7 ホモ複
合体は TNAP を 2 段階で活性化する。2つの亜
鉛トランスポーター複合体は、最初にアポ型
の TNAP を安定化し、続いて亜鉛を供給する
ことにより TNAP はアポ型からホロ型へと変
換され、活性型となる。 
 
 最後に亜鉛トランスポーター複合体による

TNAP 活性化の分子メカニズムを調べるため
に、TNAP と ZnT5/ZnT6 へテロ複合体との相互
作用を、クロスリンカーを用いた免疫沈降法
により観察したが、両者の相互作用は観察で
きなかった。ZnT5,ZnT6,ZnT7 による TNAP の
2 段階制御の詳細な分子機序の解明は今後の
課題である。 
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