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研究成果の概要（和文）：腸管上皮細胞は腸陰窩底部に位置する腸管上皮幹細胞の増殖と分化により常に新しい細胞に
置き換わっている。本研究では、亜鉛恒常性を担う分子である亜鉛トランスポーターZip7の腸陰窩における役割につい
て検討を行い、腸陰窩の細胞増殖及び腸管上皮幹細胞の維持に重要な役割を果たしていること、その機構には腸陰窩の
ERストレス応答制御が関連していることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the role of zinc transporter Zip7 in the intestinal 
crypt homeostasis and found that Zip7 is essential for the proliferation of crypt cells and the 
maintenance of intestinal stem cells by regulating ER stress levels in crypt cells.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

 

 必須微量元素である亜鉛の欠乏は、成長障

害、免疫不全、味覚障害などを引き起こすこ

とが知られている。亜鉛の恒常性を保つため、

生体には亜鉛トランスポーターやメタロチ

オネインなどの亜鉛制御分子が存在してい

る。亜鉛の恒常性を維持する亜鉛トランスポ

ーターは、細胞外から細胞内へ、または、細

胞内小器官から細胞質内へ亜鉛を輸送する

Slc39/Zip ファミリーと、細胞内から細胞外

へ、または細胞質から細胞内小器官へ亜鉛を

輸送する Slc30/Znt ファミリーから構成され

る。これらの亜鉛トランスポーターの中で、

Slc39a4/Zip4 は腸性肢端皮膚炎の原因遺伝

子として、また、Slc39a13/Zip13 は、エーラ

スダンロス症候群の原因遺伝子として同定

され、亜鉛トランスポーターの機能異常が

様々な疾患の病態形成と深い関わりをもつ

可能性が考えられるようになった。これらの

亜鉛トランスポーターは進化的に保存され

ており、ほ乳類においては、現在までの約 20

種類もの亜鉛トランスポーターが同定され

ているものの、それぞれの亜鉛トランスポー

ターの生物学的役割については十分には解

明されていなかった。 

  

２．研究の目的 

 これまでの報告から、Slc39a7/Zip7 は細胞

内小器官である小胞体に局在することが確

認されているトランスポーターであり、これ

の近縁の Slc39a13/Zip13 は、細胞内小器官

であるゴルジ体に局在し、先天性疾患の原因

遺伝子として同定されている。小胞体は、細

胞内において主要な亜鉛の貯蔵場所であり、

薬剤耐性の乳がん細胞株においては Zip7 の

発現が亢進していることが報告されている。

申請者は、全身における Zip7 の発現分布を

解析した結果、Zip7 は腸陰窩において強く発

現していることを見いだした。腸陰窩におい

ては、腸管上皮幹細胞が絶えず自己複製を行

い、一過性増殖細胞が活発な増殖と分化を行

っていることから、Zip7 はこれらの細胞にお

いて機能している可能性が考えられた。しか

しながら、Zip7 欠損マウスは胎生致死を示す

ことから発生における重要性は示唆されて

いたものの、生体における役割の解析は立ち

後れており、生体の腸組織、および腸陰窩に

おいてどのような役割を果たしているのか

については不明であった。本研究では、腸管

上皮細胞特異的な Zip7 欠損マウスの作製と

解析を行うことにより、その機能を明らかと

することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

Zip7 の腸管上皮細胞における役割の解析 

 腸管上皮細胞における Zip7 の役割を解析

するために、Cre-LoxP システムによる Zip7 

flox マウスを作製する。この Zip7 flox マウ

スを腸管上皮細胞特異的に Cre を発現する

Villin-Cre Tg マウス、および、タモキシフ

ェン投与により腸管上皮細胞特異的にCreが

活性化する Villin-CreERT2 Tg マウス、さら

に、タモキシフェン投与により Lgr5 陽性腸

管上皮幹細胞特異的に Cre が活性化する

Lgr5-CreERT2-IRES-EGFP Tg マウスと交配を

行い、腸管上皮細胞特異的 Zip7 欠損マウス

を樹立した。このマウスを用いて、組織学的

解析を行い腸管構築における Zip7 欠損の影

響、腸管上皮細胞の系列細胞に対する Zip7

欠損の影響を検討した。このマウスから腸陰

窩を採取し、RNA 抽出を行い、遺伝子発現解

析を行った。 

 

４．研究成果 

 Zip7 flox マウスと Villin-Cre Tg マウス

を掛け合わせることにより腸管上皮細胞特

異的Zip7を欠損するマウスの樹立を試みた。

掛け合わせにより誕生した130匹のマウスの

遺伝子型を調べた結果、全てのマウスは

Zip7flox/flox,または、Zip7flox/+ Villin-Cre, 

Zip7flox/+の遺伝型に分類され、腸管上皮細胞

特異的に Zip7 を欠損する遺伝型に相当する

Zip7flox/flox Villin-Cre マウスはいないこと



が分かった。 

 次いで、タモキシフェン誘導性に Cre が活

性 化 す る Villin-CreERT2 Tg マ ウ ス と

Zip7flox/flox マウスの交配を行った。これによ

り得られた誘導型腸管上皮細胞 Zip7 欠損マ

ウスにタモキシフェンを経口投与すること

で Zip7 欠損を誘導した。誘導型腸管上皮細

胞 Zip7 欠損マウスは、タモキシフェンの経

口投与後、4日目以降に死亡していった。 

 タモキシフェン投与後3日目に小腸組織を

採取し、HE 染色を行い観察した結果、絨毛、

陰窩の構造が著しく崩壊すると共に、炎症細

胞の浸潤を認めた。また、Ki67 陽性となる増

殖細胞及び、腸管上皮幹細胞のマーカーであ

る Olfm4 の陽性細胞は Zip7 欠損マウスで顕

著に減少しており、腸管上皮細胞に発現する

Zip7 は、腸陰窩の細胞増殖及び腸管上皮幹細

胞の維持に重要であることが明らかとなっ

た。 

 この Zip7 欠損による腸管組織の崩壊及び

腸管上皮増殖細胞の増殖と幹細胞の消失が

腸管上皮細胞の要因のみにより起こるのか

を調べるため、コントロール及び、誘導型腸

管上皮細胞特異的 Zip7 欠損マウスより腸陰

窩を採取し、マトリゲル中に埋め込み種々の

成長因子と共に in vitro による培養を行っ

た。In vitro 培養開始と共にタモキシフェン

代謝物である 4-OHT を 2 日間投与し Zip7 欠

損を誘導したところ、 コントロールマウス

由来の腸陰窩が増殖していくのに体して、

Zip7欠損誘導腸陰窩は2,3日のうちに死滅し

ていった。近年、腸管上皮幹細胞と隣り合っ

て存在する Paneth 細胞は種々の因子を産生

し腸管上皮幹細胞のニッチ細胞として機能

し、in vitro による腸陰窩培養においては

Paneth 細胞の存在が不可欠であることが報

告されている。Zip7 欠損による腸管上皮幹細

胞の消失及び in vitro 培養条件での腸陰窩

の死滅は、Paneth 細胞に起因しているのかど

うかについて検討を行った。In vitro 培養に

おいては、外因性に Wnt3a を添加することに

より、Paneth 細胞の機能不全のレスキューが

可能であることから、Wnt3a 存在下において

腸陰窩培養を実施し Zip7 欠損を誘導し腸陰

窩の生存、増殖を調べた。その結果、Wnt3a

存在下においても Zip7 欠損誘導により腸陰

窩の死滅することが分かった。これらのこと

から、Zip7欠損による腸陰窩の死滅はPaneth

細胞以外の要因によっていることが考えら

れた。 

 次に、Zip7 欠損腸陰窩にどのような変化が

生じているのかをトランスクリプトーム解

析を行いコントロール腸陰窩と比較した。

Zip7 腸陰窩では Chop などのアポトーシス遺

伝子及び ER ストレス応答遺伝子群の発現が

上昇していた。GO 解析から Zip7 欠損誘導に

より ER 機能と関連する遺伝子群の発現が変

動していた。Zip7 の欠損により ER 機能が障

害され、ER ストレス応答が惹起されている可

能性が考えられた。4−OHT により Zip7 を欠損

するマウス胚性線維芽細胞においても、Zip7

欠損誘導により ER ストレス応答が惹起され

ることを確認した。さらにレトロウイルスを

用いての野生型Zip7の強制発現下では、Zip7

欠損誘導による ER ストレス応答の惹起はほ

とんど見られなかった。以上のことから、

Zip7 は腸陰窩において、腸陰窩細胞の増殖及

び腸管上皮幹細胞を維持するための ER 機能

に重要な役割を果たす遺伝子であると考え

られた。 
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