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研究成果の概要（和文）：本研究は、骨軟骨・歯牙・皮膚などの硬組織や結合組織の形成に重要であり、その機能不全
が新規エーラス・ダンロス症候群の原因になる亜鉛トランスポーターZIP13蛋白質の特徴解明を目標に実施された。本
研究によってヒトZIP13蛋白質の基本的な生化学的特徴の解明に成功し(Bin,J.Biol.Chem.2011)、さらに新規エーラス
・ダンロス症候群の病原性変異ZIP13タンパク質はプロテオソーム依存的な経路によって分解を受けることを解明した(
投稿中)。これら一連の研究によって、ZIP13蛋白質の特徴と当該疾患の発症メカニズムを提示することができた。

研究成果の概要（英文）：The zinc transporter protein ZIP13 plays critical roles in bone, tooth, and connec
tive tissue development, and its dysfunction is responsible for the novel type of Ehlers-Danlos syndrome: 
Spondylocheirodysplastic form of Ehlers-Danlos syndrome (SCD-EDS). We have investigated the characteristic
s of human wild-type ZIP13 protein, and the pathogenic mechanism of SCD-EDS caused by mutant ZIP13 protein
s. We found that ZIP13 protein is localized to Golgi and forms homo-dimer state (Bin, JBC 2011), and mutan
t ZIP13 proteins are degraded by proteasome pathway leading to imbalanced intracellular Zn homeostasis (su
bmitted). Our findings suggest that physio-pathological mechanisms elicited by wild-type and mutant ZIP13 
proteins.
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１．研究開始当初の背景 
 亜鉛は、骨／歯／皮膚等の硬組織や結合組
織に比較的多く存在する必須微量元素であ
る。亜鉛の恒常性の異常は、骨量の低下、小
児期における成長の遅れ、皮膚炎、歯や眼の
異常などをもたらす。しかしながら、これら
の組織における亜鉛や亜鉛トランスポータ
ーの役割は解明されていなかった。 
 申請者らは、役割が不明であった亜鉛トラ
ンスポーターZIP13 のノックアウトマウス
(Zip13-KO マウス)を作製して解析した。この
マウスは、骨量減少・成長遅延・歯牙形成不
全・皮膚脆弱化を呈した。また、このマウス
の表現型とよく似た病状（骨量減少・成長遅
延・脊柱異形成・部分性無歯症・皮膚脆弱化）
を発症した“新しいタイプのエーラス・ダン
ロス症候群”と診断された症例を見出し、そ
の患者に ZIP13 遺伝子の G74D 型１アミノ酸
置換(現在の呼称は G64D 型)が劣性遺伝的に
継承されていることを明らかにした。さらに、
ZIP13 が BMP/TGF-シグナル伝達に関わるこ
とを見出した。すなわち、ZIP13 による細胞
内の亜鉛分布の制御が硬組織と結合組織の
形成と BMP/TGF-シグナル伝達に必要であり、
その異常が“新しいエーラス・ダンロス症候
群”の原因になることが示された。また、他
のグループは同様の病態を示す患者に別の
ZIP13 変異体(3 アミノ酸欠損型：FLA 型)を
同定し、硬組織や結合組織における ZIP13 の
重要な役割が強く示された。 
 
２．研究の目的 
 上述したように、ZIP13 が骨関連の遺伝病
の原因として同定されたことはZIP13の整形
外科領域の研究対象としての重要性を示す
ものである。しかし ZIP13 とその疾患との関
連は2008年に初めて発表されたものであり、
ZIP13 に関する未解決問題は多く残されてい
た。そこで、本研究は骨・軟骨・結合組織の
新しい遺伝病の原因分子として同定された
ZIP13 蛋白質の特徴を明らかにすることを目
的として設定した。 
 
３．研究の方法 
 本申請研究では(1)ZIP13 の構造解析,(2) 
病原性変異型 ZIP13 の特徴解明,(3)ZIP13 に
結合する分子の同定と機能解析について行
った。 
(1)ZIP13 の構造解析 
①ZIP13 リコンビナント蛋白質の大量調製 
 ZIP13 蛋白質の特徴を明らかにすることを
目的として、ヒト ZIP13 リコンビナント蛋白
質の産生系と精製系を開発し、ZIP13 リコン
ビナント蛋白質を大量調製する方法を確立
した。ZIP13 リコンビナント蛋白質を用いて
生化学的な特徴を解析し、さらに細胞内にお
ける性状解析を行った。 
②ZIP13 リコンビナント蛋白質の結晶化 

 ZIP13 の構造学的特徴を解析するために、
ZIP13 リコンビナント蛋白質を用いて蛋白質
濃度／温度／塩濃度／界面活性剤の種類と
濃度を調整した条件下において結晶化を試
行した。 
(2) 病原性変異型 ZIP13 の特徴解明 
 新規エーラス・ダンロス症候群患者から同
定された病原性変異型 ZIP13(G64D 型, FLA
型)について、生化学的な特徴を解析した。
申請者は予備実験からこれらの変異体は不
安定である結果を得ていたため、ユビキチン
-プロテアソーム系、オートファジー-リソソ
ーム系、カルパイン系の阻害剤を用いて、ど
の経路によって分解が促進されているのか
検討した。さらに、ZIP13 に様々な変異を導
入して、どのようなアミノ酸置換が ZIP13 蛋
白質の不安定化要因になるのか精査した。 
(3)ZIP13 に会合する分子の同定と機能解析 
 免疫沈降と Yeast two hybrid system を用
いて ZIP13 結合分子を単離し、ZIP13 におけ
る ZIP13 結合分子の役割を解析した。 
①Yeast two hybrid system と免疫沈降法 
 ZIP13 を高発現させた細胞株や線維芽細胞
を用いて、免疫沈降用の cell lysate と Yeast 
two hybrid system 用の cDNA library を調
製した。抗 ZIP13 抗体で免疫沈降された蛋白
質は、MALDI-TOFMS 網羅的質量分析によって
同定した。 
②ZIP13 結合蛋白質の同定と機能解析 
 同定された ZIP13 結合蛋白質は、ZIP13 の
亜鉛輸送能への関与と蛋白質安定性への影
響について検討した。 
 
４．研究成果 
 本研究によって、「ヒト ZIP13 リコンビナ
ント蛋白質の産生系と精製系の構築」と「ヒ
ト ZIP13 蛋白質はホモ二量体を形成する」こ
とを初めとするヒトZIP13蛋白質の基本的な
特徴を見出した（Bin,J.Biol.Chem. 2011）。
さらに、病原性変異 ZIP13 の検討から、亜鉛
トランスポーターファミリー間で膜ドメイ
ンに保存されているアミノ酸に生じた変異
は ZIP13 蛋白質の安定性には致命的であり、
このような変異はプロテオソーム系の蛋白
質分解を介して発現量を減少させ、結果的に
細胞内亜鉛量の制御機構が破綻することが
判明した。また、valosin-containing protein 
(VCP)が ZIP13 蛋白質に会合し、ZIP13 蛋白質
の恒常性に重要である知見を得た(投稿中)。 
 一方で、病原性変異型 ZIP13 はプロテオソ
ーム阻害剤 MG132 処理によって回復し、同様
の結果は医薬品として用いられている
Bortezomib でも得られた。今回示された病原
性変異型 ZIP13 の特徴は、本疾患の発症メカ
ニズムと治療指針に重要な示唆を与えると
思われるが、「病原性変異 ZIP13 は亜鉛輸送
能を保持しているのか」「プロテオソーム関



連薬剤は本疾患の治療薬になりうるのか」に
ついてはまだ明確な結論に至らず、今後の重
要な検討課題である。野生型 ZIP13 蛋白質と
その変異体の立体構造を解くことが抜本的
な問題解決につながると考えられ、今後は野
生型ZIP13蛋白質の結晶化の最適条件の設定
を進め、結晶構造条件が整った場合はその方
法と条件を病原性変異型ZIP13の構造解析に
応用していきたい。 
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