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研究成果の概要（和文）：　血清亜鉛値は亜鉛欠乏の診断に汎用されるが、その値が日内変動すること、炎症時には低
値になることなど、しばしばバイオアベイラブルな亜鉛量を正確に反映できない点が問題となる。高齢者は、様々な慢
性疾患を患うケースも多いため、超高齢社会を迎えた我が国において、信頼できる亜鉛欠乏診断法を確立する意義は大
きい。本研究では、亜鉛欠乏応答性の発現を示す亜鉛トランスポーターを認識する抗体を作成し、亜鉛欠乏を診断に応
用することを試みた。さらに、作成した抗体を活用して亜鉛欠乏によって活性を大きく変動させる亜鉛酵素を同定し、
同定酵素が新しい亜鉛欠乏診断に応用できる可能性について検討した。

研究成果の概要（英文）：　In general, zinc deficiency is diagnosed by evaluation of serum zinc status. 
However, serum zinc status is altered by daily fluctuation or during inflammation, which may be a problem 
in the case that the accurate diagnosis is required for elderly people because they often suffer from 
various chronic diseases. Because, at present, Japan faces super-aged society at present, establishing 
the new strategy for accurate diagnosis of zinc deficiency is more important than ever.
　In this study, I tried to establish such strategy by generating useful monoclonal antibody to detect 
proteins/enzymes whose expression is changed in response to zinc status. Moreover, I investigated zinc 
requiring enzyme activity whose activity was changed during zinc deficiency. I generated one antibody, 
which nicely detects zinc transporter in zinc-deficient dependent pattern, and one enzyme whose activity 
shows drastic change in response to zinc deficiency.

研究分野： 栄養生化学・分子生物学

キーワード： 亜鉛欠乏　診断法　健康増進　超高齢社会
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１．研究開始当初の背景 
 飽食の時代にある我が国において懸念さ
れている栄養問題の一つに亜鉛不足が挙げ
られる。特に、高齢者においてその傾向が強
いことが報告されており、亜鉛不足による味
覚機能や免疫機能低下に加え、褥瘡や舌痛、
皮膚炎に悩まされることも多い。通常、血清
亜鉛の値（通常、上限 110 μg/dL、下限 65 μg/dL
とされる）を指標に体内亜鉛状態は判定され
るが、血清亜鉛濃度には日内変動があり、午
後の測定では午前の値より 15~20％低値にな
ること、また、炎症時にも低値になることな
どから、血清亜鉛値では正確に体内のバイオ
アベイラブルな亜鉛量を反映できない点が
大きな問題となっている。特に、高齢者では
加齢に応じて様々な慢性疾患を患うケース
も多く、正確な測定はさらに困難になる。超
高齢社会を迎えた我が国において、健康社会
の実現のためにも信頼できる亜鉛欠乏診断
法を確立する必要性は高まっており、本研究
を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
 亜鉛は免疫機能や神経機能を始めとした
諸機能に重要な役割を果たすため、亜鉛欠
乏に陥ると数多くの慢性疾患が悪化する。
最新の統計によると、潜在的な軽度の亜鉛
欠乏者は日本国民の実に３割に及ぶと試算
されているが、体内の亜鉛状態を明確に反
映するマーカーを用いた診断法が存在しな
いため、亜鉛欠乏と判断されず病状を悪化
させる例が多発している。本研究によって
正確かつ迅速な診断法が確立できれば、国
民の健康増進に大きく貢献することが期待
される。特に、健康状態と体内亜鉛量が正
の相関を示すことが実証されている高齢者
においては、亜鉛欠乏を早期に精度良く検
出できる簡便な診断法の確立は、社会的に
みても非常に大きな成果となる。超高齢社
会を迎えた我が国においては、高齢者の医
療費が、近年劇的に増加しており、その抑
制にも貢献できる可能性があると考え、本
研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗体の作成 
 亜鉛含有酵素である組織非特異的アルカ
リフォスファターゼ（TNAP）、アンギオテン
シン転換酵素、炭酸脱水酵素 IV（CA6）、SV31
や、亜鉛トランスポーターZIP4、ZIP5、ZnT1、
ZnT2、ZnT10 を MBP 融合タンパク質・GST
融合タンパク質と融合させて大腸菌に発現
させ、MBP、GST タグを利用してアフィニテ
ィー精製した。この際、MBP・GST に融合さ
せた領域は、立体構造を予測したモデルから
表面に露出することが予想される領域とし
た。精製タンパク質を抗原としてマウスに免
疫し、モノクローナル抗体を作成した。以下
の解析には、樹立したハイブリドーマを用い
て取得した腹水を希釈して使用した。 

 
(2) 作成した抗体の有用性評価 
 樹立したモノクローナル抗体の有用性評
価のために、各タンパク質を過剰発現させた
培養細胞を作成した。全細胞抽出液、あるい
は、細胞膜画分を調製し、Western blot 法にて
特異性を評価した。また、実際の亜鉛欠乏状
態において、各タンパク質の発現が変化する
かどうかを解析するため、ラットを、亜鉛十
分食（33.7 mg/kg）、低亜鉛食（4.1 mg/kg）、
及び亜鉛欠乏食（2.2 mg/kg）で一定期間飼育
し。血漿、及び小腸を含む組織を摘出した。
膜画分の回収では、Multi-beads shocker (Yasui 
Kikai)を用いて各組織を破砕後、膜タンパク
質画分を調製した。 
 
(3) 亜鉛含有酵素の活性測定 
 血漿 2 μL を 96-well plate に分注し、各ウ
ェルに各酵素の基質を含む反応液を 100 μL
ずつ添加して室温で 10 分間反応させた。反
応終了後、各基質の発色に合わせて吸光度を
測定した。それぞれの反応の特異性を確認す
る際には、各酵素の特異的阻害剤を添加した
後、同様の反応を実施した。 
 
４．研究成果 
(1) 樹立したモノクローナル抗体が正確に標
的タンパク質を評価できることを確認する
ため、各タンパク質遺伝子を導入した培養細
胞を樹立し、Western blot 法にて特異性を評価
した。その結果、ZIP4、ZIP5、ZnT1、ZnT2、
ZnT10 については、これらタンパク質を感度
良く認識できる抗体の樹立に成功した（図
１）。他のタンパク質に対する抗体について
は、現在、引き続き解析を実施している。 
 
図１. 作成したモノクローナル抗体の特異性の評

価. 

それぞれ、ZnT2、ZnT4、ZnT1、ZnT10、ZIP4、ZIP5
を過剰発現する細胞より調製した抽出液を使用し

て Western blot 解析を実施した. 
 
 そこで、続いて亜鉛欠乏食を給餌したラッ
トから調製した膜画分をサンプルにして亜
鉛欠乏レベルを判定できる抗体のスクリー
ニングを実施した。その結果、亜鉛トランス
ポーターZIP4 の発現が亜鉛欠乏レベルを反



映して鋭敏に上昇することを明らかとなっ
た（図２）。ZIP4 を発現する血球系細胞を見
出すことができれば、亜鉛欠乏を正確に反映
できる診断が可能になることが期待される
ため、現在、細胞の同定を進めている。 
 また、亜鉛含有酵素含む他の抗体において
は、亜鉛欠乏レベルを鋭敏に検出できなかっ
たため、これら抗体を用いて診断 ELISA 系の
構築などはできなかった。 

 
 

図２. 亜鉛欠乏に応じたラット消化管における

ZIP4 の発現様式. S. 亜鉛十分食、L.低亜鉛食、D.
亜鉛欠乏食で 0〜3 日間飼育したラット小腸にお

ける ZIP4 の発現.Full は全長の ZIP4、Ecto はプロ

セシングされた ZIP4 を示す. 
 
 
(2) (1)で樹立した抗体の有用性を検討する過
程で、膜結合型の亜鉛要求性酵素の酵素活性
との比較検討を行ったところ、TNAP の亜鉛
欠乏依存的な活性変化より鋭敏に活性を減
少させる酵素を見出した。Western blot によっ
て検出したタンパク質の発現レベルとの比
較から、上記の作出抗体により検出される亜
鉛トランスポーターや亜鉛酵素の発現変動
よりも本酵素の活性変動の方が、鋭敏である
ことを確認した（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３. 培養細胞において亜鉛欠乏で活性が大きく

減少する亜鉛含有酵素の例. 見出した酵素の活性

は、TNAP 活性よりも亜鉛欠乏に対して鋭敏に反

応する。Zn: 24 時間亜鉛欠乏で培養後、4 μM ZnSO4

添加の培養液で 4 時間培養. 
 

 この酵素活性が、個体においても亜鉛欠乏
レベルを反映できるかどうか解析した結果、
血漿中の ALP よりも鋭敏に活性が減少する
ことを認めた（図４, ALP 活性の減少経過の
み表示。）。本酵素の活性は、これまで亜鉛
欠乏を比較的再現良く反映することが知ら
れていた ALP よりも鋭敏に活性消失するた
め、本酵素の活性を用いれば、バイオアベイ
ラブルな亜鉛量を判定できる新規亜鉛欠乏
診断法を確立できる可能性が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４. 亜鉛欠乏に応じたラット血漿中のALP 活性. 
図２と同じ条件で飼育したラット血漿中のALP活

性. ALP の活性は、亜鉛欠乏のレベルに応じて鋭敏

に減少する. 
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