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研究成果の概要（和文）：亜鉛トランスポーターと亜鉛シグナルに関する本研究で次の成果を得た。1: 
Zip13-KOマウス、Zip13-EGFP-KIマウス、EDSSPD3患者由来iPS細胞を用いて検討した結果、ZIP13が筋サテライト
細胞に発現し、筋形成に関与する可能性が示された。2: ZIP10発現細胞を可視化できるZip10-EGFP-KIマウスを
用いて検討した結果、毛包外根鞘の幹細胞分画に存在するZIP10発現細胞は、毛包の形成過程に他の領域へ移動
することが示唆された。3: ZIP14を阻害する化合物のスクリーニングを実施した結果、ZIP14の輸送能を特異的
に阻害する化合物を同定した。

研究成果の概要（英文）：We have investigated the physiological roles of ZIP10 and ZIP13 by 
generating and analyzing genetically modified mice including deficient mice, EGFP-knock in mice, and
 by using patient-derived iPS cells. We found that ZIP13 marks muscle satellite cells, and that 
ZIP10 is expressed in hair follicle stem cells which might move to bulge area during hair follicle 
development. We also screened the small compounds that inhibit the transporting activity of ZIP14.

研究分野： 亜鉛生命医科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
亜鉛シグナルの解析に有用な遺伝子改変マウスを作成した。Zip13-EGFP-KIマウスとZip10-EGFP-KIマウスは、各
亜鉛トランスポーターを発現する細胞の役割解明に貢献すると思われる。また、ZIP14を特異的に阻害する化合
物を同定した。ZIP14を介する過剰な金属の取り込みは、筋喪失や鉄過剰症をもたらすため、ZIP14は創薬標的で
あると考えられている。我々が発見した化合物は、ZIP14を研究するツールとして有用であり、ZIP14関連疾患に
対する治療薬の開発に貢献する可能性があると考える。

※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 
本研究は、骨格筋と皮膚組織における亜鉛シグナリングの意義と分子機序を解明し、亜鉛シグ

ナリングの制御に基づく創薬と再生医療を研究することを目指して開始した。亜鉛は全ての生
物種の生命維持に不可欠であり、その恒常性は亜鉛トランスポーターが制御している。申請者は
これまでに、亜鉛トランスポーターが輸送する亜鉛イオンがシグナル因子として作用し、この亜
鉛シグナリングがヒトの健康と病気に関与することを明らかした。一方、骨格筋と皮膚組織にお
ける亜鉛シグナリングの役割とその分子機序は、まだ十分に解明されていなかった。 
 
２．研究の目的 
骨格筋は、個体の恒常性維持に関わるホルモンの産生と受容の器官としても機能する。皮膚組

織は、バリアとして機能するだけではなく、免疫応答にも重要に関与している。さらに、骨格筋
と皮膚組織は、他臓器との連関によって個体全体の生命活動に貢献している。体内の亜鉛量は加
齢に伴って減少するため、その影響による骨格筋と皮膚組織の機能低下は、超高齢化を迎えた日
本では、特に留意すべき事象として捉えられている。 
本研究は、骨格筋と皮膚組織における亜鉛シグナリングの意義を解明して、その制御に基づく

治療方法を開発することを目的に本研究を計画した。その成果は、健康と病気の機序に新たな理
解をもたらして、今までにない視点による創薬と再生医療の究明に貢献するものと考えた。本研
究は、骨格筋と皮膚組織の形成と機能における亜鉛シグナリングの役割と、これら組織に関連す
る病気に対して、亜鉛シグナリングの制御に基づく創薬と再生医療を研究する目的で、以下に示
す実験を実施した。 
 
３．研究の方法 
(１)筋形成における ZIP13 の役割に関する研究 
当グループは、先行研究で亜鉛トランスポーターZIP13 の失調が筋力の低下をもたらすことを

示したが(Fukada et al, PLoS One, 2008)、骨格筋の形成と再生における ZIP13 の役割は十分
に解明されていない。本研究では、骨格筋の恒常性維持に重要な筋サテライト細胞における
ZIP13 の役割を解明するために、Zip13 遺伝子欠損(-KO)マウスと、ZIP13 発現細胞をモニターで
きる Zip13-EGFP ノックイン(-KI)マウスを用いて以下の検討を行った。 
1.Zip13-KO マウスの骨格筋の形態と筋分化調節因子の発現 
Zip13-KO マウスおよび対照マウス（WT）の後肢脹脛側より骨格筋切片を作製し、HE 染色を適

応した骨格筋組織の解剖学的観察を行うとともに、骨格筋の基底膜に発現する Laminin2αによ
る免疫染色を適用して、筋断面積を測定した。さらに、組織切片に免疫染色を適用して、遅筋タ
ンパク質である MYH7 の発現量を解析した。また、Zip13-KO マウスの骨格筋の特徴を精査するた
めに、野生型(WT)と Zip13-KOマウスの骨格筋から調製したcDNAを用いて、筋分化調節因子Pax3, 
Pax7, MyoD 遺伝子の発現を定量 PCR 法で解析した。 
2.Zip13-EGFP-KI マウスの筋サテライト細胞における GFP の検出 
Zip13-EGFP-KI マウスの骨格筋から調整した筋サテライト細胞分画に、GFP 陽性細胞（ZIP13 発

現細胞）が存在するか、免疫染色と FACS によって解析した。 
3.患者由来 iPS 細胞を用いた検討 
機能喪失型ZIP13に起因する脊椎手掌型エーラスダンロス症候群患者に由来するiPS細胞を作

成し、骨格筋へ分化誘導してその性状を解析した。 
(２)筋喪失における ZIP14 の役割に関する研究 
亜鉛トランスポーターZIP14 は、転移がん患者の骨格筋に高発現し、がん悪液質に伴う筋

萎縮を促進することから、ZIP14 が関連疾患の創薬標的として注目されている(Wan et al, 
Nature Medicine, 2018)。一方、ZIP14 の亜鉛シグナルの細胞機能に対する意義や、その病
態への関与は十分に解明されていない。ZIP14 依存的な亜鉛シグナルの意義の解明のために
以下の項目を解析し、がん悪液質の治療戦略の構築を試みた。 
1.ZIP14 依存的な亜鉛シグナルの意義 
Tetracycline(Tet)誘導性ヒト ZIP14 細胞株に Tet および亜鉛を添加して培養した後、ZIP14 を

介する亜鉛シグナルに依存した過酸化酸素種(reactive oxygen species:ROS)の産生を評価した。 
2.Zip14-EGFP-ノックイン(KI)マウスの解析 
Zip14 遺伝子に EGFP 遺伝子を挿入した Zip14-EGFP-KI マウスを作製し、ZIP14 が高発現するこ

とが知られている肝臓における GFP の発現を評価した。さらに、本マウスに LPS を投与して全身
性の炎症(敗血症)を誘導し、肝臓と骨格筋(腓腹筋、足底筋、ヒラメ筋)における Zip14 および
GFP、筋萎縮マーカーの発現変動を精査した。 
3.ZIP14 の金属輸送能を阻害する化合物の探索 
ZIP14 の亜鉛輸送能に影響を与える化合物を単離するために、Tet 誘導性ヒト ZIP14 細胞株を

用いて、約 3 万の化合物ライブラリーをスクリーニングした。ZIP14 に対する特異性は、ZIP14
と最も相似性が高い ZIP8 を発現する細胞株を用いて検討した。 
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(３)皮膚における ZIP10 の役割に関する研究 
我々はこれまでに、亜鉛トランスポーターZIP10 が B リンパ球の分化成熟および免疫応答に関

与すること(Miyai et al, PNAS 2014, Hojyo et al, PNAS 2014)、表皮と毛包の形成に必要
であることを報告した(Bin et al, PNAS, 2017)。しかしながら、ZIP10 の発現制御の機序や、
皮膚組織の形成過程における ZIP10 発現細胞の運命系譜は、まだ十分に解明されていない。そこ
で、Zip10 遺伝子プロモーターの下流に EGFP 遺伝子を導入した Zip10-EGFP-IRES-CreERT2 ノッ
クイン(Zip10-EGFP-KI)マウスを作製し、ZIP10/GFP 発現細胞の遺伝子発現と細胞系譜を以下の
方法で解析した。 
1.ZIP10/GFP 発現細胞の特徴解析 
毛周期に依存した ZIP10/GFP 発現細胞の動態変化について、Zip10-EGFP-KI マウス皮膚由来の

細胞懸濁液を用いて FACS で解析した。さらに、ZIP10/GFP 発現細胞を単離し、遺伝子発現を定
量 PCR 法で確認した。 
2.ZIP10/GFP 発現細胞の系譜解析 
ZIP10/GFP 発現細胞の系譜を解析するために、Rosa26-tdTomato レポーターマウスと Zip10-

EGFP-KIマウスを交配させて、Zip10-EGFP/tdTomato-KIマウスを作製した。本マウスにTamoxifen
を投与して、tdTomato 蛍光タンパク質を発現する細胞(ZIP10/GFP 発現細胞の子孫細胞)の特徴
を FACS で解析するとともに、同マウス皮膚の凍結切片を作製してそれらの局在を蛍光顕微鏡で
観察した。 
 
４．研究成果 
(１)筋形成における ZIP13 の役割に関する研究 
Zip13-KO マウスの骨格筋線維に縮小像と Pax3, Pax7, MyoD の発現減少を認め、速筋である足

底筋においては MYH7 陽性筋線維の割合が上昇していた。すなわち、Zip13-KO マウスの骨格筋で
は、Zip13 の失調によって筋分化が障害されている可能性が示唆された。一方、Zip13-EGFP-KI
マウスの筋サテライト細胞の分画に、GFP 陽性細胞（ZIP13 発現細胞）の存在を確認し、筋サテ
ライト細胞に ZIP13 が発現すること、ZIP13 が筋サテライト細胞の性状を規定することで骨格筋
の恒常性維持に関わる可能性が示唆された。さらに、脊椎手掌型エーラスダンロス症候群患者に
由来する iPS 細胞を骨格筋へ分化誘導し、その特徴を解析した結果、患者由来 iPS 細胞は筋分化
に障害を有することが判明した（論文リバイス中）。これらの結果から、ZIP13 が骨格筋の分化
と形成に重要であることが示唆された。 
(２)筋喪失における ZIP14 の役割に関する研究 
Tet 誘導性ヒト ZIP14 細胞株を用いて検討した結果、ZIP14 依存的な亜鉛の導入により、ROS の

産生亢進と、細胞増殖の顕著な抑制を確認した。また、Zip14-EGFP-KI マウスを用いて LPS 投与
による in vivo 炎症誘導性筋萎縮モデル実験を行なった結果、肝臓と骨格筋に Zip14 および GFP
遺伝子の発現上昇を確認した。加えて、遅筋であるヒラメ筋よりも速筋である腓腹筋および足底
筋において Zip14 および筋萎縮マーカーの発現が高いことを確認した。すなわち、ZIP14 依存的
な亜鉛シグナルによる細胞障害には ROS が関与すること、炎症時における ZIP14 の発現変動が
筋萎縮に関与することが示唆された。さらに我々は、ZIP14 の輸送能を特異的に阻害する化合物
を同定した（特許出願中）。 
(３)皮膚における ZIP10 の役割に関する研究 
Zip10-EGFP-KI マウスを用いて、毛周期における ZIP10/GFP 発現細胞の変化を観察した結果、

ZIP10/GFP 発現細胞集団の割合は、毛周期に伴って経時的に減少した。また、Tamoxifen を投与
した Zip10-EGFP/tdTomato-KI マウス皮膚由来の細胞懸濁液において、tdTomato 陽性の細胞集団
を確認した。さらに、ZIP10/GFP 発現細胞が主に毛包に局在するのに対して、tdTomato 発現細胞
は ZIP10/GFP 発現細胞とは異所性な局在を示すことを確認した。これらの結果は、皮膚組織の形
成時において、ZIP10/GFP 発現細胞には時空間的変化が生じていることを示唆しており、当該マ
ウスは ZIP10/GFP 発現細胞の役割と運命決定の機序解明に有用であると考えている。 
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