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研究成果の概要（和文）：腫瘍形成動物モデルとして、ヌードマウスを用いて背部皮下に腫瘍細胞株を移植し、
腫瘍形成を誘導した。小腸上皮幹細胞の維持と一過性増殖細胞の増殖に関わる亜鉛トランスポーターZIP7の発現
の亢進は腫瘍形成能を増大させることが認められた。また、亜鉛トランスポーターZIP7の発現の高まりにより大
腸がん細胞株の細胞性が変化すること、がん細胞性の悪性化の進展に寄与することが示唆された。さらに、亜鉛
トランスポーターZIP7の発現の亢進により細胞内代謝が変化すること変動する代謝物の特定を行った。

研究成果の概要（英文）：The study focused on the role of ZIP7, which is essential to maintain the 
intestinal stem cells and cell growth of transit-amplifying cells in the small intestine in mice, in
 the pathogenesis of colorectal cancer. The role of ZIP7 expression in tumorigenesis in vivo was 
investigated by subcutaneously implanting ZIP7-overexpressing cancer cells into the flanks of nude 
mice. We found that increased expression of ZIP7 enhanced the tumor formation. We investigated the 
effect of ZIP7 expression on cancer cell properties including cell growth and migration and found 
that overexpression of ZIP7 affected cellular functions, suggesting that ZIP7 can contribute to 
malignant progression. In addition, we found that increased expression of ZIP7 induced changes in 
cancer cell metabolism and analyzed the metabolites that were altered by ZIP7 expression.

研究分野： 金属生物学

キーワード： 亜鉛　大腸がん　微量元素　腸上皮細胞
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により大腸がん悪性化における亜鉛トランスポーターZIP7の寄与が示唆された。また、この寄与に関わる
分子機構の一端が示された。本研究は、大腸がん悪性化進展の分子病態機構の解明に新しい展開を与えるととも
に、現時点で確立された治療法のない悪性化進展抑制を目指した療法の開発を模索していく上で意義のある研究
となったと思われる。

※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 
（１）必須微量元素である亜鉛は、生体内において鉄に次いで二番目に多く含まれる。亜鉛の

欠乏は成長遅延、創傷治癒の遅延、免疫機能異常、下痢や夜盲症など全身のあらゆる臓器機能に
影響を及ぼす。このことからも、体内において亜鉛恒常性の維持は重要な生命維持機構の一つと
いえる。体内には亜鉛の輸送を担い SLC ファミリーに属する亜鉛トランスポーターが約 20 種
以上存在し膜を介した亜鉛の移動を媒介することで、亜鉛の恒常性維持を担っている。近年、
種々の疾患病態と亜鉛トランスポーターの発現、機能異常との関わりが多く報告されるように
なり、これまで関わりが知られていなかった疾患においても亜鉛トランスポーターの異常に起
因する亜鉛恒常性の破綻が関与していることが認められるようになってきた。すなわち、疾患病
態に関与する亜鉛トランスポーターとその分子機構を示すことは、新しい治療法や治療薬の開
発へと繋がることが期待される。 

 
（２）我々はこれまでに亜鉛トランスポーターの一つ ZIP7 が小腸の腸上皮幹細胞の維持に必

須であり、一過性増殖細胞の増殖に重要な役割を果たしていることを明らかとした。加えて、大
腸がん細胞株を用いた解析から、大腸がん細胞株におけるノックダウン法による ZIP7 の発現の
抑制は、大腸がん細胞の増殖の低下とアポトーシス性の細胞死を誘導することを見出している。
このことから大腸がんの生存において ZIP7 が重要な役割を果たしていることが示されたが、一
方で、その機構や ZIP7 の発現が亢進の影響については解明されていないのが現状である。 

 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、亜鉛トランスポーターZIP7 が大腸がんの癌細胞性に及ぼす影響とそのメ
カニズムを明らかとすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ZIP7 の発現亢進細胞株の作製 
ヒト ZIP7cDNA をレンチウイルス発現ベクターに組込み、ヒト ZIP7 発現レンチウイルスベクタ
ーを作出した。パッケージング細胞を用いて ZIP7 過剰発現レンチウイルスを作製の後、大腸が
ん細胞株へ感染させた。ブラスチサイジンによる薬剤選択を行い、ヒト ZIP7 を恒常的に過剰発
現するヒト大腸がん細胞株を選抜した。 
 
（２）細胞増殖解析 
作製した細胞株について細胞数を揃えて 96 穴プレートに播種した。その後に経時的に細胞数を
計測し、細胞増殖曲線を作製解析した。 
 
（３）細胞移動能解析 
作製した細胞株をボイデンチャンバーに播種した。一定時間経過後にチャンバーから膜を回収
し、固定とクリスタルバイオレットによる染色を行った。その後、顕微鏡下で観察し、移動した
細胞数を計測した。 
 
（４）細胞浸潤能解析 
コラーゲンを塗布したボイデンチャンバーに細胞を播種した。一定時間経過後にチャンバーか
ら膜を回収し、固定とクリスタルバイオレットによる染色を行った。その後、顕微鏡下で観察し、
移動した細胞数を計測した。 
 
（５）移植モデルの作製 
麻酔下でヌードマウスの皮下に作出した細胞株を投与した。経時的に腫瘍径を計測し、腫瘍体積
を算出した。皮下より腫瘍組織を摘出し、重量を測定した。 
 
（６）タンパク発現解析 
作出した細胞株の細胞溶解液を調製し、ウエスタンブロット法によるタンパク発現解析を実施
した。 
 
 
４．研究成果 
（１）ZIP7 過剰発現細胞株の樹立 
 ヒト大腸がん細胞株、HT29 株は恒常的に ZIP7 を発現する一方で、SW480 株の ZIP7 発現レベ
ルは低い。そこで、ZIP7 を高発現する HT29 株と低発現する SW480 株を用いて ZIP7 過剰発現株
の樹立を行った。樹立した過剰発現細胞株における ZIP7 のタンパク発現をウエスタンブロット
法により検証し、過剰発現株では ZIP7 タンパク発現が亢進していることを認めた。コントロー
ル株と ZIP7 過剰発現株の代謝物解析を行い、ZIP7 過剰発現により変動する代謝物の特定を行っ



た。 
 
（２）細胞増殖能における効果 
 作出した細胞株を用いて細胞増殖解析を行い、ZIP7 の過剰発現が細胞増殖能を高めるか検証
を行った。その結果、恒常的に ZIP7 を発現する HT29 株に ZIP7 をさらに過剰発現させた株にお
いて、さらなる細胞増殖の亢進は認めなかった。また、ZIP7 を低発現する SW480 株に ZIP7 の過
剰発現を誘導した株においても細胞増殖能の亢進は認められなかった。 
 
（３）細胞の移動と浸潤における効果 
ボイデンチャンバーアッセイ法を用いて、細胞の移動と浸潤能に対する ZIP7 過剰発現の効果を
検証した。その結果、ZIP7 過剰発現株はコントロール株と比較して高い移動能を示した。さら
に、コラーゲンコートしたボイデンチャンバーを用いて浸潤能を評価した結果、ZIP7 過剰発現
株は高い浸潤能を有することが認められた。 
 
（４）腫瘍形成能の検証 
ヌードマウス皮下に各細胞株を投与した所、いずれの細胞株からも腫瘍の形成を認めた。ZIP7 過
剰発現株が形成する腫瘍はコントロールと比較して大きな容積が算出された。摘出した腫瘍の
重量についても ZIP7 過剰発現細胞由来の腫瘍はコントロール腫瘍と比較して重いことがわかっ
た。 
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