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【序論】 
 

第一章：本論文の研究背景 
 

 1.1 本論文の研究背景１(亜鉛の生理的意義と恒常性制御) 

1.1a：必須微量元素 

生体に含まれる必須元素の中で、存在量が微量である鉄(Fe)、亜鉛(Zn)、銅(Cu)、

マンガン(Mn)、コバルト(Co)、ヨウ素(I)、モリブデン(Mo)、セレン(Se)、クロム(Cr)

を必須微量元素と呼称する(Figure 1A）。必須微量元素は、その多くが生体内の細胞内

外においてさまざまなタンパク質と結合して存在するが、一定の割合で遊離イオンと

しても存在する。結合するタンパク質は、酵素、膜型受容体、サイトカインや成長因子

等の液性因子、転写因子等の多岐に渡り、それらの活性や発現の制御に関与している

(1-9)。 
 

 
Figure 1：生体内における必須微量元素の存在量 

A：ヒトに健康維持に必要とされる元素(必須微量元素)を周期表上に示す(赤字)。 
B：ヒト成人における必須微量元素の含有量 
ヒト成人の生体内における必須微量元素の含有量を示す。亜鉛において、上記量の維

持のためには、毎日約 11mgの亜鉛の摂取が必要とされる(1-9)。 
 

本論文の研究対象である SLC39A13/ZIP13 (ZIP13)は、亜鉛を輸送する輸送体(亜鉛

トランスポーター)である。亜鉛は、必須微量元素の中で鉄に次いで多い元素であり、

成人には約 2 g の亜鉛が存在する(Figure 1B）。亜鉛は、第 4周期 12族に属する元素番

号 30 の遷移金属であり、化合物としては 2 価の酸化状態が自然界に優位に存在する。

生体は、生命機能の維持のために一定量の亜鉛を摂取する必要があり、ヒトにおけるそ

の欠乏は、成長遅延、皮膚炎、味覚異常等の症状を呈する亜鉛欠乏症をもたらす(Page 

3-4)。 

A 成人（60kg）における存在量

3~4 g

~2 g

60~100 mg
~100 mg

10~15 mg
15 mg

6~10 mg
2~5 mg

1~2 mg
Fe Zn Cu Mn I Se Mo Cr Co

B 
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1.1b：亜鉛の生理的意義と疾患 

亜鉛の生理的意義 

亜鉛の吸収と分布 

ヒトにおける総亜鉛量は体重 60 kg当たり約 2 g であり、その維持のために成人男

性で約 10 mg/日、成人女性で約 8 mg/日の摂取が推奨されている(10)。飲食物に含まれ

る亜鉛は、主に十二指腸および空腸から主に吸収され、血中に移行した亜鉛は、アルブ

ミンやマクログロブリンと結合して全身へ分布する(Figure 2A)。吸収された亜鉛は、

骨格筋と骨組織にそれぞれ約 60%と約 30％が蓄積し、皮膚や肝臓等の他組織に約 5％

程度が分布する(Figure 2B)(11-12)。 
 
 

 
Figure 2：生体内における亜鉛の吸収と分布 

A：食物由来の亜鉛の消化管吸収のが模式図を示す。亜鉛は主に十二指腸や空腸から吸収されて、血中へ移行し
た後に全身へ分布される。 

B：各組織における亜鉛含有量を示す。亜鉛の分布は、運動器(骨格筋や骨軟骨組織)が最も多く、皮膚や肝臓等

が続く。 
C：亜鉛シグナルの概念図を示す。細胞内外の亜鉛の恒常性は、亜鉛輸送体(トランスポーター)やカチオンチャ

ネル、メタロチオネイン(MT)等によって制御されている。亜鉛トランスポーターおよびチャネルを介する亜
鉛イオンや、酸化ストレス等の作用のよってMTから放出された亜鉛イオンは、細胞内外の環境においてセカ
ンドメッセンジャーとして機能することが示されており、この現象を亜鉛シグナルと定義する。亜鉛シグナル

は、亜鉛結合性の分子に作用してそれらの活性・発現・移動等に影響を与え、細胞の増殖・分化・死・移動等

を制御し、それらを構成する臓器や器官およびシステムを統御する事によって、個体恒常性に維持に関与する。

(10-12) 

  

骨格筋
60％

骨
30％

皮膚・肝臓
5％

その他
5％

チャネル
トランスポーター

Zn

Zn

オルガネラ

MT

Zn

細胞膜

Zn

亜鉛結合分子

チャネル
トランスポーター

細胞増殖

細胞死

細胞分化

細胞移動

A C B 
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亜鉛欠乏症と低亜鉛血症 

血清亜鉛の低下により、皮膚障害、神経伝達異常、脱毛、食欲不振、生殖器機能異常

などのさまざまな症状を呈する亜鉛欠乏症は、1961年に Prasad らによって初めて報告

された(13)。Prasad らの報告以前においては、カビの増殖において亜鉛が必要である

ことや、ラットで亜鉛欠乏が成長遅延をもたらすことが報告されていたが(14)、ヒト

における亜鉛の重要性は不明であった。Prasad の研究グループは、成長遅延や性腺機

能低下、貧血、肌荒れの症状を呈する疾患をイランで発見し、未報告の症例として報告

した。この症例における貧血は、鉄の補充により改善したことから、鉄欠乏性貧血であ

ることが示された。一方、性腺機能低下や成長遅延は下垂体機能低下によるものである

ことが示唆されたが、下垂体機能の低下は鉄補充では回復せず、他の要因の存在が推測

された。本症例患者は顕著に低い血清亜鉛値を示し、この報告が世界で初のヒトにおけ

る亜鉛欠乏と疾患の関連を示唆するものとなった。 

さらに Prasad らは、エジプトにおいてイランの症例と類似した症例として、低い血

清亜鉛値と成長遅延を呈する疾患を発見し、亜鉛補充による治療が、これらの症状を改

善することを発見した(15-16)。これらの報告によって、亜鉛がヒトの健康維持に必須

な微量元素であることが明確に示された。 

亜鉛欠乏症は、亜鉛摂取量の減少の他に、遺伝的な要因による消化器官からの吸収

阻害や排泄機構の異常によっても発症する。代表的な遺伝的要因による亜鉛欠乏症と

して、母親の ZnT2 機能不全による一過性亜鉛欠乏症や、小児の ZIP4 の機能喪失によ

る腸性肢端皮膚炎が挙げられる。一過性亜鉛欠乏症は、母親が機能喪失型 ZnT2 を有す

ることで低亜鉛母乳を産生し、新生児が低亜鉛母乳を受乳することで発症する(52)。

腸性肢端皮膚炎は、機能喪失型 ZIP4 によって亜鉛の吸収低下を招くことにより、亜鉛

欠乏症の症状を発症する(53)。 

日本では、亜鉛欠乏症は低亜鉛血症と、それに起因する症状を呈する疾患として定

義されており、血清亜鉛値が 60 μg/dL未満を亜鉛欠乏症、60-80 μg/dL を潜在的亜鉛欠

乏症、80-130 μg/dL を基準値として定めている。すなわち、血清亜鉛値が 80 μg/dL未満

である場合、亜鉛欠乏症と診断される(17)。本邦における初めての低亜鉛血症に対す

る治療薬として、2017年に酢酸亜鉛(ノベルジン®)が認可された。本薬は、銅の蓄積に
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よるウィルソン病の治療薬として承認されていたものであり、2017 年に低亜鉛血症へ

適用拡大された。すなわち、亜鉛補充治療は、銅の吸収低下を伴う貧血を引き起こす可

能性があるため、長期の亜鉛補充療法には、定期的な血清銅の測定が必要である。1日

あたりの亜鉛摂取量の上限は 80 mg 程度とされるが、通常食によって亜鉛摂取量の上

限を超えることはない。 

 

亜鉛欠乏が関連する疾患 

亜鉛欠乏は、さまざまな疾患と関連することが明らかになっている。以下に、代表

的な例として糖尿病、腎疾患、がん、および新型コロナウイルス感染症について述べる。 

糖尿病： 

膵β細胞は、インスリン顆粒内でインスリンの 6 量体(インスリン結晶)を形成

する。インスリン結晶の形成には、2つの亜鉛元素が必要であり、亜鉛トランスポ

ーターZnT8 がインスリン顆粒内に亜鉛を導入する役割を演じる(後述）。ZnT8 を

介する亜鉛イオンは、肝臓におけるインスリンクリアランスの制御に関与すること

が示されており、亜鉛と糖尿病等の代謝性疾患には関連性が示唆されている(18-

19)。 

腎臓病： 

腎機能低下に伴う人工透析患者は、総じて血清亜鉛値の低下を示す傾向があり、

その理由として、人工透析時の食事制限による亜鉛供給量の減少や、人工透析に使

用するフィルターの影響が提示されている。また、エリスロポエチン抵抗性貧血患

者において、血中亜鉛濃度とヘモグロビン量に相関性があることが示されており、

低亜鉛を呈する人工透析患者に亜鉛補充療法を適用することにより、ヘモグロビン

値が上昇することから(20)、腎機能低下と亜鉛欠乏には関連性があると示唆され

ている。 

がん： 

多くのがん患者において血清亜鉛値が低いことが報告されており、亜鉛欠乏状

態のがん患者の治療に亜鉛補充が有効であることが示されている(21)。前述の

Prasad らによる亜鉛欠乏症の発見以来、亜鉛の欠乏が免疫不全をもたらすことが
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示されている。亜鉛の欠乏は、T 細胞、B 細胞、NK 細胞等のリンパ球の減少や、

マクロファージの貪食能低下をもたらす。さらに、亜鉛は細胞性免疫の確立に寄与

する Th1 サイトカインの誘導に重要な IFN-γの産生誘導に関与する(22)。すなわ

ち、亜鉛の欠乏は免疫機能の維持に障害をもたらし、結果として、がん細胞に対す

る制御に支障が生じると考えられる。 

亜鉛とがんの関係性については、亜鉛トランスポーターに関する研究からも明

らかにされている。後述する亜鉛トランスポーターZIP6、ZIP7 および ZIP10 は、

乳がん細胞に高発現し、がん細胞の増殖、生存、転移に関与することが示されてい

る(23)。また、がん悪液質を呈する患者の骨格筋に ZIP14 が発現上昇し、ZIP14 を

介する亜鉛の細胞内導入が筋萎縮を促進する(24-25)。 

すなわち、亜鉛の恒常性維持は、がん細胞自身の増殖等に関与するだけでなく、

がん細胞が影響を及ぼす組織や免疫機能の維持にとっても不可欠な因子であり、そ

の恒常性の破綻は、がんの病態形成に影響を及ぼすものと考えられている。 

新型コロナウイルス感染症： 

2019年に発生した新型コロナウイルス感染症(COVID-19)は、現時点で約 6億人

にのぼる感染者を出すパンデミックをもたらし、世界保健機関(World Health 

Organization:WHO)は緊急事態を宣言した。本邦でも、指定感染症として指定され

て以降、多数の死者を出したが、ワクチンの普及に伴い、新規感染者や死者数の減

少傾向が見られたため、2023年より 5 類感染症に引き下げられた。 

興味深いことに、COVID-19 重症患者において血清亜鉛値が低いことが報告され

た。具体的には、COVID-19感染者を軽度/中等度群と重症群に分け、それぞれの血

清亜鉛を測定したところ、70μg/dL未満（国際的に適用されている亜鉛欠乏症の基

準値）の患者は、軽度/中等度群において約 14％であったのに対し、重症群では顕

著に増加した(約 86％)。すなわち、COVID-19 患者における血清亜鉛濃度の低下は、

症状の重症化と関連している可能性が示唆された(26)。 
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亜鉛とタンパク質の相互作用 

生体内に吸収された亜鉛は、メタロチオネイン(Metallothionein : MT)をはじめとする

さまざまなタンパク質と相互作用することが知られている。例えば、亜鉛と結合して活

性を示す代表的タンパク質として、アルコール脱水素酵素(Alcohol Dehydrogenase：

ADH)がある。ADH は 2 個のシステイン残基と 1 個のヒスチジン残基と亜鉛イオンが

配位結合を形成して活性に関与している。炭酸脱水酵素の 0.33%に亜鉛が含まれてい

ることから、亜鉛は生体内における代謝の一部に関与することが示唆されている。ま

た、膵臓の β 細胞におけるインスリンの生成に亜鉛濃度の変化が関与していることが

示唆される報告がある(27)。 

亜鉛とタンパク質の相互作用の多様性については、in silico 解析からも提示されてい

る(28)。Claudia. Aらは、以下に示す方法でヒト全遺伝子を解析した。①：X線解析に

より既知の亜鉛結合タンパク質の亜鉛結合パターンを抽出し、プロテオーム検索にか

けることで亜鉛と結合する可能性のあるタンパク質を抽出した。②：ライブラリを用

いて Pfam データベースより既知の金属結合タンパク質の配列を検索した。③：アクセ

ス可能な公開されているあらゆるヒト遺伝子配列より、亜鉛結合配列を有していると

考えられる遺伝子を抽出して検索を行った結果、約 2800 種類のタンパク質が亜鉛と結

合する可能性のあるタンパク質であることが示された。ヒトは 2 万種類を超えるタン

パク質を有するとされているため、Claudia らの解析結果は、ヒトが有する(または翻

訳される可能性のある)全タンパク質の約 10%が、亜鉛と相互作用する可能性を示唆し

ている(28)。同定された亜鉛と結合すると考えられるタンパク質のうち約 34％は転写

因子であり、約 33％がさまざまな酵素、約 15％がジンクフィンガータンパク質、約 8％

がシグナル伝達に関連するタンパク質、約 5％が物質の輸送や保管に関連するタンパク

質に発現していることが示された。 

上記のように、亜鉛はさまざまなタンパク質と結合することで生体内の機能に関与

することから、生体における恒常性の維持に必須の因子であることが示唆されている。 
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1.1c：生体における亜鉛恒常性の制御機構 

亜鉛トランスポーターとメタロチオネインの役割 

前述のように、生体内における亜鉛の恒常性は、亜鉛トランスポーターと MT によ

り制御されている。MT は、多くのシステイン残基を有する低分子タンパク質であり、

亜鉛をはじめとする二価金属イオンと高い親和性を持つ(Figure 2C)。MT は細胞内の

亜鉛量に依存して発現上昇し、亜鉛と結合することによって、細胞内外の亜鉛恒常性を

制御する。さらにカドミウムや水銀の暴露によって MT の発現上昇を誘導し、これら

と結合して重金属の毒性を軽減化する働きを有する。MT のシステイン残基はヒドロキ

シルラジカルと高い反応性を示し、ラジカルの消去作用を有していることから、酸化ス

トレスに対する防御因子としての役割を担っている(29)。亜鉛トランスポーターは、

ATP 加水分解エネルギーを利用せずに輸送を行う Solute carrier (SLC)ファミリーに属

しており、細胞膜や細胞内小器官膜上に存在する膜タンパク質である。また、一部のカ

ルシウムチャネル等のイオンチャネルも、亜鉛を輸送することが示されている(Figure 

2C)。このような分子により調節された亜鉛は、細胞内外においてさまざまな亜鉛結合

分子と結合して、それらの活性や遺伝子の発現等を調節する。 

 

亜鉛トランスポーターの種類と特徴 

亜鉛トランスポーターは、構造と機能の特徴から、細胞質内亜鉛を低下させる ZnT : 

Zinc Transporter(SLC30A: Solute carrier 30A group)ファミリーと、細胞質内亜鉛量を増加

させる ZIP : Zrt-Irt-like protein(SLC39A:Solute carrier 39A group)ファミリーに大別される

(Figure 3A）。哺乳類では、ZnTファミリーには 10 のサブタイプがあり、ZIPファミリ

ーは 14 のサブタイプがあることが知られている(Figure 3B)(30)。各亜鉛トランスポ

ーターは、細胞膜あるいは細胞内小器官の膜上に局在し、本論文の研究対象である

ZIP13はゴルジ体の膜上に局在する(Figure 3A)(表 1)。また、亜鉛トランスポーターは

組織ごとに分布が異なり、その機能異常は胎生致死をもたらすほか、さまざまな疾患と

関連することが報告されている(表 2)。 
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Slc39a/ZIP family  

ZIPファミリーは、8つの膜貫通領域(TMD：transmembrane domain)を有する膜タン

パク質で(Figure 3A)、ホモダイマーもしくは、他の ZIPファミリーとヘテロダイマー

を形成する(31)。ZIPファミリーは、アミノ酸一次配列の類似性から ZIPⅠ、ZIPⅡ、LIV-

1、gufA のサブファミリーに分類される。以下に、本研究の対象分子である ZIP13 が属

する LIV-1 サブファミリーについて解説する。 

LIV-1 サブファミリーを代表する LIV-1は、エストロゲン応答性遺伝子として知られ

ている。LIV 遺伝子の発見はリバプール大学においてエストロゲン受容体陽性乳がん

の関連遺伝子として見出され、４つのサブタイプが報告された(32)。その後、LIV-1 タ

ンパク質の配列が解析されると、亜鉛と結合することで知られている His 残基が豊富

であることが判明し、特徴的な配列として HEXPHEXGD モチーフを有していることが

同定された。その後、BLAST 検索で HEXPHEXGD モチーフを有している遺伝群が見

出され、Slc39A として命名された。ZIP6 をはじめとする LIV-1 サブファミリーは、

TMD5 に HEXPHEXGD モチーフを有している(32)。以下に、代表的な LIV-1 サブファ

ミリーの特徴を解説する。 
 

ZIP4：小腸上皮の管腔側の細胞膜上に発現するトランスポーターであり、消化管からの

亜鉛の吸収に重要な役割を担う。ZIP4 の機能喪失は腸管からの亜鉛吸収障害をもた

らし、脱毛や下痢、皮膚炎等の症状を呈する腸性肢端皮膚炎を引き起こす(33-34)。

Zip4 遺伝子の完全欠損はマウスにおいて致死をもたらし、胚発生初期において重要

な役割を演じることが示されている(35)。 

ZIP6：細胞膜上に発現が局在し、細胞質内の亜鉛レベルの上昇に関与している。乳がん

細胞において ZIP6 の発現はエストロゲン依存的に発現が上昇し、ZIP6 発現を抑制

したがん細胞では増殖能が低下することが示されており、ZIP6はがん細胞の増殖や

転移に関与することから、がん治療の新たな標的分子であることが示されている

(36)。ゼブラフィッシュの初期発生においても、上皮間葉転換における細胞移動に

関与することが示されており(37-38)、ZIP6 が種を超えて細胞の移動に関与する分

子であることが示唆されている。 
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ZIP7：細胞内の小胞体に局在する。ZIP7は小胞体ストレスの軽減化に関与し(39-40)、

その輸送活性はプロテインキナーゼ CK2(casein kinase 2)を介したリン酸化により活

性化されることが明らかにされている。ZIP7は、皮膚の形成や腸管上皮の恒常性維

持に関与することが遺伝子改変マウスを用いた研究から判明している。さらに、ZIP7

の機能低下が B 細胞欠如を主訴とする原発性免疫不全をもたらすことから、ZIP7 が

B 細胞の発生に必須であることが示された。 

ZIP8：ZIP8は細胞膜表面やミトコンドリア、リソソームに局在している。Zip8 欠損マ

ウスは胎生致死を示すほか、ZIP8 の機能低下は新生児致死や発育不全、多臓器形成

不全、重度の貧血等の表現型を示す他、Zip8 の変異がクローン病や小脳萎縮症の原

因因子となること、また変形性関節炎患者において Zip8 の発現上昇が報告されてい

る。さらに ZIP8 の機能異常が高マンガン血症を呈することから、ZIP8 がマンガン

を輸送することが示されている。その他にもカドミウムの防御因子として知られて

いる MT-KO マウスよりカドミウム耐性細胞を樹立して解析した結果、ZIP8 がカド

ミウムの輸送を担うことが示されている(41)。 

ZIP10：免疫担当細胞や皮膚毛包を構成する細胞の細胞膜上に局在する。B 細胞の初期

発生と機能に必要であり、マクロファージの機能に関与することから、免疫機能に

おける ZIP10 の重要性が示されている(42)。皮膚において ZIP10は毛包外根鞘に多

く発現し、遺伝子改変マウスを用いた研究から、ZIP10 が皮膚のバリア機能の維持や

毛包形成に必須であることが明示されている(43)。 

ZIP12：ZIP12 の１塩基置換が、統合失調症や肺動脈性高血圧症と関連することが報告

されている(44-45)。 

ZIP13：ゴルジ体膜上に局在しており、間葉系組織を構成する細胞に特異的に発現して

いることが知られている。ZIP13 の機能喪失は、皮膚の脆弱化や骨・歯の形成不全な

どの硬組織や結合組織の病変を主訴とする脊椎手掌異形成型エーラスダンロス症候

群(Ehlers-Danlos syndrome spondylodysplastic type3:EDSSPD3)の発症原因である(46–

49)。EDSSPD3 の臨床的特徴については後述する。 

ZIP14：細胞膜に局在しており、肝臓や膵臓に比較的多く発現する。遺伝子改変マウス

の解析から、ZIP14は GPCR(G protein-coupled receptor)シグナルを介した軟骨細胞の
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分化や糖新生に関与することが示されている(50)。一方、ZIP14 の発現は IL-6等の

炎症性サイトカインやリポ多糖の刺激によって亢進する。ZIP14 はがん悪液質患者

の骨格筋において発現が亢進し、ZIP14 を介する過剰な亜鉛導入が筋萎縮を促進す

ることから、ZIP14 ががん悪液質に対する新たな治療標的として注目されている

(51)。 

 

Slc30a/ZnT family  

ZnTファミリーは、6つの αヘリックス構造が亜鉛輸送を担う TMD を形成する。第

2 および第 5TMD に存在する 2 つのヒスチジン(His：Histidine)と 2 つのアスパラギン

酸（Asp：aspartic acid）残基が、亜鉛の輸送活性に重要であることが解明されている(31)。 
 

ZnT2：細胞内のエンドソームやリソソームに局在する。ZnT2 遺伝子は 1塩基置換によ

り 54番目のヒスチジンがアルギニンに変異することで低亜鉛母乳を呈し、乳児にお

ける一過性の亜鉛欠乏症の原因となることが明らかになっている(52)。  

ZnT4：エンドソームやリソソームに局在し、乳腺上皮に多く発現する。ZnT4 遺伝子の

変異もマウスにおいて ZnT2 変異と同様に低亜鉛母乳を呈し、乳児における一過性の

亜鉛欠乏症の原因となる(53)。 

ZnT5：ゴルジ体に局在し、ZnT6 とヘテロ２量体を形成する。ZnT5 を介して輸送され

た亜鉛は、亜鉛要求性酵素であるアルカリフォスファターゼ(ALP：Alkaline 

Phosphatase)の活性に必要であり(54)、ZnT5 の酵素活性制御における重要性が示唆

されている。また、ZnT5 遺伝子欠損マウスの解析から、ZnT5 が全身成長、骨代謝、

心機能の制御、およびアレルギー応答に関与することが示されている(55–57)。  

ZnT8：ランゲルハンス島 β 細胞のインスリン顆粒膜上に発現し、インスリンの結晶形

成に必要な亜鉛の供給を担う。ZnT8 は、糖尿病に関与することが報告されている。

具体的には、ZnT8 の 325番目の Arg が Try への変異が 2 型糖尿病に関連すること、

さらに ZnT8 に対する自己抗体は 1 型糖尿病の発症に関与することが示されている

(58)。 

ZnT10：ゴルジ体に局在しており、脳や肝臓に高発現する。89 番目のロイシンがプロ

リンに変異するミスセンス変異や 196 番目のスレオニンが終始コドンに置き換わる
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ナンセンス変異を有する ZnT10 変異患者において、高マンガン血症を発症すること

から、ZnT10はマンガンの代謝に関与する可能性が示唆されている(59-60)。 

 

 
Figure 3：亜鉛トランスポータの分類と構造的特徴 

A：亜鉛トランスポーターファミリーのタンパク質トポロジーを模式的に示す。亜鉛トランスポーターファミリー
は、細胞質亜鉛量を増加する方向に働く ZIPファミリーと、低下させる ZnTファミリーに大別される。ZIPファ
ミリーは 8回膜貫通型領域を、ZnTファミリーは６回膜貫通型領域を有し、双方ともに機能的なホモダイマーも
しくはヘテロダイマーを形成する。 

B：ヒト亜鉛トランスポーターファミリーの分子進化学的系統図を示す(ZIP13を赤字で示す)(30, 32)。 
 

表 1. 亜鉛トランスポーターの細胞内局在 

＊各亜鉛トランスポーターの細胞内局在を示す(本研究対象の ZIP13は、ゴルジ体膜上に局在する)(89)。 

 

細胞外
オルガネラ内Zn

Zn

細胞質

ZIP Family ZnT Family

細胞膜

ZIP12
ZIP4
ZIP8
ZIP14
ZIP10
ZIP6
ZIP13
ZIP7
ZIP5
ZIP1
ZIP2
ZIP3
ZIP9
ZIP11

ZnT5
ZnT7
ZnT1

ZnT6
ZnT3
ZnT2
ZnT8
ZnT4

ZnT10

ZIP

ZnT

局在 細胞膜 ゴルジ体 ⼩胞体 エンドソーム
リソソーム

シナプス
⼩胞

インスリン
⼩胞

ミトコン
ドリア

ZIP1~6
ZIP8 ZIP10
ZIP12 ZIP14

ZIP7 
ZIP9
ZIP11 
ZIP13

ZIP7 ZIP8 ZIP8

ZnT1
ZnT5~6 
ZnT7
ZnT10

ZnT7
ZnT2
ZnT4 ZnT3 ZnT8

A B 
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表 2. 亜鉛トランスポーターの組織分布と病態生理学的関連性 

＊各亜鉛トランスポーターの組織分布と関連項目(遺伝子欠損や機能喪失による異常や疾患等)を示す。 

  

サブタイプ 組織分布 関連項目

ZIP4 小腸上皮 腸性肢端皮膚炎

ZIP6 広域な組織 乳がん

ZIP7 広域な組織 B細胞の成熟
ZIP8 広域な組織 クローン病・小脳萎縮症

ZIP10 皮膚 B細胞の成熟・皮膚のバリア機能
ZIP12 脳・神経系・肺 統合失調症・肺動脈性高血圧

ZIP13 間葉系組織 脊椎手掌異形成型エーラスダンロス症候群

ZIP14 肝臓・がん細胞 がん悪液質

ZnT2 広域な組織・胎盤 低亜鉛母乳

ZnT4 広域な組織 低亜鉛母乳

ZnT5 広域な組織 アルカリフォスファターゼ活性

ZnT8 膵臓 1型糖尿病
ZnT10 脳・肝臓 高マンガン血症

ZIPファミリー

ZnTファミリー
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亜鉛シグナルの特徴と生理的意義 

亜鉛イオンは、チャネルや輸送体あるいは MT などの亜鉛保持タンパク質を介して

供給される。この亜鉛イオンが特異性を持ち、特定の分子に作用することで細胞や組織

の機能を制御する。亜鉛イオンがシグナル因子として作用する働きを亜鉛シグナルと

いう(Figure 2C)(30)。 

近年の研究によって、亜鉛シグナルが生体において重要な役割を担うことが示され

ている。具体的には、ZIP10 を介した亜鉛シグナルは、カスパーゼや CD45 の酵素活性

を制御して B 細胞の初期発生と恒常性維持に関与する(42, 59)とともに、p63 の核移行

を制御して表皮と毛包の形成に寄与する(43)。また、ZIP14 の亜鉛シグナルは、ホスホ

ジエステラーゼ(phosphodiesterase: PDE)を阻害することで、細胞内環状アデノシン一リ

ン酸(cyclic adenosine monophosphate; cAMP )を調節して GPCR を介するシグナル伝達

を亢進する。一方、本論文の研究対象である ZIP13 の亜鉛シグナルは、BMP/TGF-β経

路のシグナル伝達に重要な SMADs の核移行に関与し、マウスとヒトの結合組織の形成

に必要であることが示されている。 

 

1.2：本論文の研究背景２(Slc39a13/ZIP13 の生理的役割と関連疾患) 

1.2a：ZIP13 の構造、組織分布と細胞内局在、生理的意義、疾患への関与 

ZIP13 タンパク質の特徴と発現 

・ZIP13 タンパク質の特徴、組織分布および細胞内局在 

ZIP13は、骨や腱、皮膚などの結合組織や硬組織などの間葉系組織を構成する細

胞に発現し、細胞内のゴルジ体膜上に局在する膜タンパク質である。8回膜貫通ド

メインを有し、N 末端と C 末端をゴルジ体管腔側に配置して、ゴルジ体から細胞

質側へ亜鉛を輸送することが示されている(47)。 

・機能喪失型 ZIP13 タンパク質の特徴 

機能喪失型 ZIP13 に起因して発症する EDSSPD3 には、複数の遺伝子変異が報告

されている。我々のグループは、SLC39A13/ZIP13 遺伝子のエクソン 2 にホモ接合

性の点変異(c.221G>A, p.G64D)により、64番目のアミノ酸である Gly(G)が Asp(D)

に変異した症例を報告した(ZIP13G64D)(48)。Giuntaらは、ZIP13 遺伝子座のエクソ
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ン 4 の 9 塩基欠損による Phe-Leu-Ala の欠失変異を同定した (ZIP13ΔFLA ) (49)。

Majaらは、830番目の G が D に置換された点変異を報告している(46)。 

 

Zip13-KO マウスの表現型 

Zip13-KO マウスは、ZIP family に共通に保存されている金属透過ドメインをコード

する 6-8番目のエクソンを欠損させることで作製された。Zip13-KO マウスは、成長遅

延、骨軟骨・歯牙の形成異常、皮膚・眼球の脆弱化等の結合組織の形成異常を呈する。

前述のように、ZIP13 はこれらの結合組織に分布しており、ZIP13 の欠損によって、

ZIP13 発現細胞が関与する結合組織に異常が現れている(48)。 

・成長遅延 

Zip13-KO マウスは、生後 2週から 3週齢以降において、雌雄ともに成長遅延を

示す(Figure 4A）。 

・骨軟骨組織における異常 

Zip13-KO マウスは、生後 3週齢以降において、脊柱後弯、骨密度低下、軟骨成

長板の形態異常等のさまざまな骨軟骨組織の異常を示す(Figure 4B）。Zip13-KO マ

ウスを用いた骨形態計測解析の結果、Zip13-KO マウスでは骨芽細胞の活性低下し

ている一方で、破骨細胞の活性は変化がないことから、Zip13-KO マウスは骨形成

に障害を有することが判明した。 

・歯牙組織における異常 

Zip13-KO マウスは、切歯の破折、不正咬合、湾曲等の異常を呈する(Figure 4D）。

臼歯においては、歯冠に異常を認めない一方で、歯根は顕著な脆弱化を認めた。歯

冠は、上皮性細胞であるエナメル芽細胞がその形成に関与し、歯根は間葉系細胞で

ある象牙芽細胞が関与する。臼歯の形成は、上皮間葉相互作用によって最初に歯冠

形成が開始され、歯冠完成後の生後 2週齢以降に歯根の形成が開始する。これらの

歯牙形成における異常は、Zip13-KO マウスの表現形が生後に間葉系組織において

進行的に生じるものであることを強く示唆している。 

・皮膚組織における異常 

皮膚組織に関して、Zip13-KO マウスは顕著な脆弱性を示す。表皮組織に顕著な
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異常を認めないが、真皮層と脂肪層の薄弱化と、真皮層におけるコラーゲン線維や

弾性線維の減少を示す(Figure 4E）。 

・眼球と顔面特徴における変化 

Zip13-KO マウスの眼球は、角膜上皮に異常を認めない一方で、角膜固有層のコ

ラーゲン線維の減少を呈する。さらに、眼瞼下垂様の顔面特徴を示す(Figure 4C）。

これらの眼球や顔面特徴の変化は、ヒト結合組織疾患における症状の一部と類似す

る。 

 
Figure 4：Zip13-KO マウスの表現型を示す 

A. 成長遅延 B. 脊柱後弯 C. 顔面特徴変化 D. 不正咬合(赤), 湾曲(青), 破折(黄)E. 皮膚脆弱化 

F. ZIP13の細胞内局在を示す。ZIP13は、間葉系組織を構成する細胞のゴルジ体膜上に発現する(48)。 

  

Zip13-KO(KO)マウス

背景②：亜鉛トランスポーターZIP13の研究

成長遅延

患者の特徴的な症状：筋緊張低下 (Muscular hypotonia)

皮膚脆弱化

WT KO

Fukada T. et al. PLoS ONE (2008)
Bin BH. et al. EMBO Mol Med (2014)

骨量低下

ゴルジ体にZnが蓄
積

Hara T. et al. J. Physiol. Sci. (2017)

ゴルジ体

ZIP13

間葉系幹細胞 骨

心筋
骨格筋皮膚

神経

A B C 

D E F 
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脊椎手掌異形成型エーラスダンロス症候群(EDSSPD3)の症状と、機能喪失型 ZIP13 の特

徴 

EDSSPD3は、成長遅延、皮膚の脆弱化、骨異形成、部分性無歯症、脂肪層減少、

筋緊張低下、ミオパチー等を主訴とし、エーラス・ダンロス症候群と骨形成不全症

の特徴を併せ持つ希少疾患である。その発症は、第 11染色体に存在する ZIP13対

立遺伝子の双方に変異を必要とする潜性(劣性)遺伝の機序に基づく(46, 48)。下記

に示す本疾患の諸症状は、いずれも Zip13-KO マウスの表現型と非常に高い相関性

を示す。すなわち、Zip13-KO マウスは、EDSSPD3 における病態メカニズムの解明

に極めて有用な疾患モデルであると考える。 

EDSSPD3 の症状 

・成長遅延 

EDSSPD3 患者は低身長と体躯の短小化を呈する。我々の研究グループが報告し

た EDSSPD3 患者は、兄妹で疾患を発症しており、成長遅延は生後 6ヶ月の時点で

確認され、兄は22歳時点において身長140cm台の低身長を呈した(Figure 5A)(48)。

他の症例では、7歳の時点の成長遅延が確認されている(61)。 

・脊柱後弯 

EDSSPD3 患者は、骨密度低下を伴う骨組織の形成不全を伴う。椎骨端板の硬化

により脊椎の平坦化を認めるとともに、脊柱は後弯を示す(Figure 5F）。 

・部分性無歯症 

EDSSPD3 患者は、切歯喪失を認める部分性無歯症の症状を呈する(Figure 5C）。 

・眼瞼列斜下 

EDSSPD3 患者は、眼窩周囲組織のコラーゲン層減少と皮膚張力低下に起因する

眼瞼列斜下を示す(Figure 5B）。 

・皮膚脆弱化 

手指の皮膚は弱く細かい皺を認める。これらは、上述の眼瞼列斜下と同様に、コ

ラーゲン層の減少により皮膚張力が低下することに起因するものと考えらる

(Figure 5E）。 
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・下肢静脈瘤 

EDSSPD3 患者は、下肢に重度の静脈瘤の症状を呈する(Figure 5E）。 

・筋緊張低下症 

EDSSPD3 患者は、筋緊張低下症またはミオパチーを示す(46, 48)。筋緊張低下

とは、骨格筋の緊張が低下して緊張状態を保てなくなる症状の総称を指し、その原

因には、筋萎縮や形成不全等の器質的な異常の他、神経伝達異常や代謝異常などが

挙げられる(62–64)。一方、ZIP13 の機能喪失に伴う筋力低下の詳細なメカニズム

は、現時点で不明である。 

 

機能喪失型 ZIP13 の特徴 

ZIP13G64D と ZIP13ΔFLA の機能喪失のメカニズムについては、変異型 ZIP13 の不

安定化と分解系への移行による発現量の現象が提示されている。我々の研究グルー

プは、これらの機能喪失型 ZIP13 変異遺伝子を細胞株に発現させ、各遺伝子由来の

転写や翻訳に関して解析した。その結果、上記の機能喪失型 ZIP13 の mRNA 量は、

野生型(WT)ZIP13 と顕著な差異は認められなかったが、機能喪失型 ZIP13 タンパ

ク質の発現量は有意に減少した。さまざまな翻訳後分解を制御する阻害剤を用いて

検討した結果、機能喪失型 ZIP13 タンパク質は、翻訳後に直ちにユビキチン・プロ

テアソーム系による分解を受けることが判明した。すなわち、ZIP13G64DとZIP13ΔFLA

は翻訳後に分解されること、これらの変異型 ZIP13 を有する EDSSPD3 患者におい

ては、機能的な ZIP13 タンパク質を喪失することが明らかになった(46, 49, 65)。 
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Figure 5：機能喪失型 ZIP13 を保有する EDSSPD3 症例を示す 

A 低身長 B 眼瞼列斜下 C 部分性無歯症 D 皮膚脆弱化 E 下肢静脈瘤 F 脊椎異形成(48)  

A B D 

C E F 
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1.2b：骨格筋と心筋の特徴 

上述のように、骨格筋の形成と機能における ZIP13 の役割は現時点で不明であり、

ZIP13 の機能喪失に伴う筋力低下のメカニズムも解明されていない。本研究では、主に

骨格筋に焦点を当てて ZIP13 の役割を解明するとともに、心筋における ZIP13 の意義

も究明することを目的とする。本章では、骨格筋と心筋の分類と構造について概説す

る。 

 

筋肉の分類 

筋肉は横紋筋と平滑筋に大別され、さらに横紋筋は、運動機能を制御する骨格筋

と、循環機能を制御する心筋に分類される。平滑筋は、血管や消化管等の臓器にお

ける蠕動運動を制御している。骨格筋は、運動神経支配の随意筋であるのに対し、

心筋をおよび平滑筋は自律神経支配の不随意筋である。 

 

骨格筋の分類と基本構造 

骨格筋の分類 

骨格は主に遅筋と速筋およびその中間型に分類される。遅筋は、ミトコンドリア

が多くて赤みを帯びていることから赤筋と呼ばれ、主に高い筋持久力を示す。一方

で速筋は、遅筋と比較してミトコンドリアの含有量は少なく、白色の色調が優位で

あることから白筋と呼ばれ、主に高い筋瞬発力を示す。遅筋線維は、Myh7 遺伝子か

ら発現されたミオシン重鎖から構成される Myosin Type1 で形成されている。速筋線

維は、 Myh1 の遺伝子から発現されたミオシン重鎖から構成される Myosin Type2B

で形成される。中間型の筋線維は、Myh2 遺伝子から発現されたミオシン重鎖から構

成される Myosin Type2A で形成される。 

分化が完了して成熟した筋線維は、持続的な運動習慣等によって筋線維組成が変

化する。この現象は Fiber Type switch と呼称され、継続的な運動によって持久力が増

大することに関与している(Figure 6)(66)。 
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Figure 6：骨格筋の分類 
各骨格筋の特徴を模式的に示す。骨格筋は、機能的側面から速筋・遅筋・中間型に分類される。速筋は、ミ

オグロビンやミトコンドリアの含有量が少なく、グルコースをエネルギー源とする筋瞬発力に関与する。遅筋

は、ミオグロビンの含有による赤色の色調が優位であり、脂肪をエネルギー源とする筋持久力に関与する(66)。 
 

骨格筋の基本構造 

骨格筋の最小単位は筋原線維であり、筋原線維が密集して筋線維を形成する。筋原

線維は、ミオシンからなる比較的太いフィラメントと、アクチンやトロポニンおよび

トロポミオシンにより構成される細いフィラメントから形成される。筋線維は、分化

した筋芽細胞が融合することで形成される筋管細胞が成熟したものであるため、多数

の核を保有しており、また 1 本の細長い構造をであることが特徴である。また、筋線

維は筋鞘と呼ばれる膜に包まれており、筋鞘の内側には筋原線維の他に筋小胞体とミ

トコンドリアが観察される。筋線維の表面には筋衛星細胞が存在しており、筋組織の

損傷を受けて活性化して骨格筋へ分化することで筋肉の再生の役割を担っている。 

筋線維が密集したものが、筋線維群である。筋線維群は、筋内膜と筋周膜に包まれ

ており、その内部には毛細血管が筋組織に栄養等を補充している。筋線維群が密集し

たものが骨格筋である。骨格筋は筋線維群を筋外膜が包み込んだ構造をしており、そ

の末端には腱組織が結合している。腱組織は硬組織である骨に結合して筋肉を支えて

いることから、骨格筋や腱組織、骨組織のいずれかの異常は筋力に影響を与える

(Figure 7)(67-68)。 

速筋 遅筋中間型

瞬発力
低高

持久力
高低

ミオグロビン・ミトコンドリア

少 多
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Figure 7：筋線維の内部構造 
筋線維の内部構造を模式的に示す。A：骨格筋  B：筋線維群  C：筋線維  D：筋原線維(90) 

 

心筋の分類と基本構造 

心筋の分類：心筋は横紋筋で構成され、固有心筋と特殊心筋に分類される。 

固有心筋： 

固有心筋は心臓の収縮力に関与しており、心房の収縮に関与する心房筋と心室の

収縮に関与する心室筋に大別される。 

特殊心筋： 

特殊心筋は、心臓における興奮の伝達に関与することから、刺激伝達系とも呼ば

れる。特殊心筋は、洞房結節、房室結節、ヒス束、左脚右脚およびプルキンエ線維に

分けられる。平常時の心臓の拍動は自動性を持ち、洞房結節がペースメーカーとな

り、一定のリズムで収縮を繰り返すが、交感神経や副交感神経の興奮により調整さ

れる。また、骨格筋と比較すると心筋の横紋筋構造は不明瞭であることも特徴であ

る。 

心筋の基本構造 

骨格筋とは異なり、心筋の細胞は分岐して網目状に結合している。細胞同士はギャ

ップ結合によって結合しており、この結合のことを介在板という。 
  

A B C D 
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筋機能の制御における亜鉛の関与 

亜鉛欠乏症と加齢性疾患 

血中亜鉛量は、加齢に伴い減少する。その原因として、食事量の減少や、筋肉量の

低下などが考えられている。健康な状態と要介護状態の中間とされるフレイル（虚弱）

状態の高齢者は、顕著な血清亜鉛値の低下を示すことが報告されている(69)。 

 

亜鉛欠乏症と運動機能障害 

高齢の下肢機能障害患者において、亜鉛補充が運動機能を改善することが報告され

(69)、高齢者における低亜鉛状態が、運動機能の低下に深く関与している可能性が示

されている。加齢に伴う運動機能の低下は、健康寿命に密接に関与するため、高齢者

の亜鉛摂取量の減少は、筋力低下による転倒等のリスクを高める可能性があると考え

られている。 

 

亜鉛欠乏症とサルコペニア 

サルコペニアとは、加齢に伴って筋肉量と筋力が低下することによる身体能力の低

下を指す。筋肉は、亜鉛の最大の貯蔵臓器であることから、加齢に伴う亜鉛量の低下

は、さらなる筋肉量の低下をもたらし、サルコペニアに至るリスクを高める可能性が

ある。実際に、高齢者における亜鉛の摂取量低下や生体内亜鉛量の低下が、サルコペ

ニアの発症と相関することを示す報告があり、亜鉛欠乏症はサルコペニアの悪性因子

である可能性が考えられる(70–72)。 

 

学位論文に関連する問題提起 

本邦が直面する高齢化社会における運動器障害 

前述したように、ZIP 13 の失調に起因する EDSSPD3は筋緊張低下を示す。さらに、

当該患者には脳出血や脳梗塞の既往歴があり(患者および担当医からの情報提供)、心

血管系の疾患に起因する二次性の脳血管疾患が疑われる。しかしながら、骨格筋と心筋

における ZIP13 を介した亜鉛恒常性の意義については、まだ解明されていない。 

一方、超高齢社会を迎えた本邦では、高齢者のロコモティブシンドロームや脳血管
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疾患による健康寿命の低下が大きな社会問題となっており、これらの理解と画期的な

治療方法の開発が急務である。 

そこで筆者は、ZIP13 を介した亜鉛シグナルが骨格筋および心筋においてどのよう

な役割を演じているのか、その解明を目的として本研究を実施した。骨格筋および心筋

における ZIP13 の役割解明は、運動機能障害や脳血管疾患の新たなメカニズムを示す

とともに、新規性の高い治療戦略の構築が期待されると考える(73)。 

 

本研究における検討内容の概要 

第二章では EDSSPD3 の疾患モデルマウスである Zip13-KO マウスを用いた検討につ

いて述べる。具体的には Zip13-KO マウスを解析に用いて表現型を解析するとともに、

骨格筋組織における遺伝子の発現状況を解析することで、ZIP13 の機能喪失が生体の骨

格筋組織に与える影響について精査した。 

EDSSPD3 は、症例数が極めて少ない希少疾患であるため、EDSSPD3 の疾患モデル

である Zip13-KOマウスは、ZIP13の生理的意義の解明に寄与するだけでなく、EDSSPD3

の病態解明や治療方法の開発に有用であると考えている。 

第三章ではマウス筋芽細胞由来の C2C12 細胞株を用いた検討について述べる。具体

的には C2C12 細胞より Zip13 発現抑制細胞を作製して、骨格筋分化における ZIP13 機

能低下の影響を精査した。 

第四章では EDSSPD3 患者より作製した iPS 細胞を用いた検討について述べる。具体

的には EDSSPD3 患者由来の皮膚線維芽細胞を用いて、iPS 細胞株を樹立し、骨格筋へ

分化させることで、第二章および第三章においてマウス組織および細胞において認め

られた現象が、ヒト患者由来細胞でも認められるのかを確認するとともに、遺伝子修復

を行うことで、これらの異常が回復するのかを確認した。 

また、iPS 細胞は多様な細胞へ分化することが可能であるため、本研究で確立した患

者由来 iPS 細胞株は、ZIP13 の失調に起因する異常の分子メカニズムを解明するための

有用なツールであると考える。 

第五章では心筋における亜鉛恒常性の意義について述べる。具体的には野生型(WT)

マウスより調整した初代培養心筋細胞を用いて、心筋細胞において亜鉛の枯渇が生存
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に致命的な影響を与えるのかを精査するとともに、心毒性モデルを適用することで、心

負荷が Zip13 の発現に関与するのかを検証した。 

第六章では Zip13-KO マウスの心筋機能について述べる。具体的には WT および

Zip13-KO マウスより調整した初代培養心筋細胞の拍動を画像解析するとともに、心臓

の組織切片を作製して解剖学的所見を考察した。さらに、WT および Zip13-KO マウス

の心電図を解析した。 

第七章では Zip13-KO マウス遺伝子発現について述べる。具体的には WT および

Zip13-KO マウスより調整した初代培養心筋細胞を用いて RNA-seq を行い、網羅的な遺

伝子の発現を解析することで、心筋細胞における ZIP13 失調の影響を精査した。 
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【本論】 
骨格筋における ZIP13 の役割解明 

序論に記述したように（Page 22）、ZIP13 の機能喪失は骨格筋の異常を呈するが、骨

格筋における ZIP13 の役割は解明されていない。本項から始める本論では、骨格筋に

おける ZIP13 の役割解明のために実施した実験内容を記述する。 

具体的には、Zip13 欠損マウスの表現型を解析するとともに、マウス筋芽細胞由来

C2C12 細胞株を用いて骨格筋の分化における ZIP13 の機能を解析した。さらに、

EDSSPD3 患者由来 iPS 細胞株を作製し、樹立した iPS 細胞株を用いて、ヒトにおける

ZIP13 機能喪失に起因する骨格筋分化への影響を解析した。 

 

第二章：Zip13-KO マウスを用いた検討 
表現型の解析 

検討内容(筋力、体重および、筋重量の測定と、各種骨格筋の形態観察) 

ZIP13 の失調が骨格筋に与える影響を精査するために、Zip13-KO マウスの筋力、

体重筋重量、および各種骨格筋の形態を以下の方法で評価した。 

 方法 

筋力測定 

EDSSPD3 患者の筋力が低下することから、Zip13-KO マウスの筋力を測定して、

野生型(WT：Wild type)マウスと比較した。具体的には、金網にマウスを静置して反

転させ、落下までに要する時間を測定する Wire hang test と(Figure 8A）、マウス前肢

の握力を測定する Grip strength test(Figure 8B)を実施した。重力に逆らう Wire hang 

test の状態では、マウスは姿勢の維持に持続的な筋緊張を要することから、遅筋の機

能である筋持久力を評価できる。一方、Grip strength testは、筋肉の最大出力を測定

することから、速筋の機能である筋瞬発力の評価が可能である。 
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Figure 8：Wire hang test と Grip strength test 
本研究に適用した筋力測定方法を示す。 
A：Wire hang test 
マウスを金網上に静置した後に反転させ、落

下までに要する時間を測定した(76)。 
B：Grip strength test 
マウスの尻尾を保持し、前肢を金属バーに掴

ませ、水平方向に引き、バーを離すまでの最大

出力を測定した(74-76)。 
 

Wire hang test の方法 

1cm四方の格子状金網(1辺は 30cm の正方形)の外枠に、マウスの運動範囲を制

御するために幅約 5cm のガムテープを貼付した。マウスを金網上に乗せて反転さ

せ、金網を高さ 80cm の位置に静置した。金網を反転させてからマウスが落下する

までに要する時間を計測した(76)。本試験に対するマウスの学習による影響を排除

するために、各マウスに対する測定は 1週間おきに 1回に留め、3回の平均値を 1

個体の結果とした。Zip13-KO マウスは成長遅延による矮小化を示すため、測定値

を体重で除すことで、体重差による影響を排除した。各個体の測定値を平均化し、

T 検定で有意性を評価した。 

マウス 

・週齢：15-16週齢 

・性別：雄(WT：n=3, Zip13-KO：n=3) 

・系統：C57BL/6 

実験機器等 

・金網(１辺 30cm正方形) 

・布ガムテープ 

・ストップウォッチ 

 

Grip strength test の方法 

GPM-101B を設置し、マウスの前肢を測定用バーに掴ませ、尻尾を親指と人差し

指で摘み、水平方向に徐々に牽引した(74-76)。同様の測定を３回実施し、平均値を

算出して、各個体における体重で除した値をマウスの筋力とした。各個体の筋力値

を平均化し、T 検定で有意性を評価した。 

A B 
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マウス： 

・週齢：15-16週齢 

・性別：雄(n=3) 

・系統：C57BL/6 

実験機器： 

・GPM-101B(有限会社メルクエスト) 

 

体重および筋重量の評価方法 

方法 

体重測定の概略 

筋肉量は体重と相関する(77)。筋重量と体重の比率の変化は、筋力に影響すると

考えられるため、各マウス由来の速筋と遅筋の重量は、体重あたりの筋重量に換算

した。 

マウス 

・週齢：15-16週齢 

・性別：雄(WT：n=6, Zip13-KO：n=7) 

・系統：C57BL/6 

実験機器： 

・電子天秤 

体重および筋重量の測定方法： 

電子天秤を用いてマウスの体重を測定(Figure 10A)した後に、頸椎脱臼で屠殺し

たマウスの後肢脹脛側の皮膚を切開して、筋組織を露出させた。筋組織から、本実

験には必要のない外腓腹筋を除去し、踵側および膝側の腱を切断して骨格筋組織と

した。 

摘出した骨格筋組織は、皮膚側より順に、速筋の腓腹筋(Gastrocnemius：Gas)、足

底筋(Plantaris：Pla）、および遅筋のヒラメ筋(Soleus：Sol)に分類される(Figure 9A-

D）。上記方法で WT および Zip13-KO マウスから骨格筋組織を採材し、各筋重量を

計測した(Figure 10B）。 
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Figure 9：マウス後肢の骨格筋 

A：マウス骨格筋断面の模式図 
マウス後肢脹脛側の骨格筋は皮膚側より腓腹筋(Gastrocnemius：Gas)、足底筋(Plantaris：Pla)、お
よび遅筋のヒラメ筋(Soleus：Sol)に分類される 

B：マウス後肢皮膚側の組織画像 

マウス後肢脹脛側の皮膚を剥離すると外腓腹筋が露出する。外腓腹筋を除去すると腓腹筋が露出

する。 
C：骨格筋の種類毎の画像 

画像上部よりヒラメ筋、足底筋、腓腹筋。ヒラメ筋と足底筋は形状、大きさおよび重量が類似し

ていることから、遅筋と速筋の比較対象として用いられる。 
D：マウス後肢骨側の組織画像 

骨と筋肉を結合している腱を切断すると、腓腹筋と結合した足底筋およびヒラメ筋が剥離できる。

赤い色調が強い箇所がヒラメ筋に該当する。 
 

骨格筋組織の評価 

方法 

骨格筋組織評価の概略 

筋力低下の原因には、筋発生障害、筋形成不全、筋肉量低下、骨格筋組成の変化、

神経伝達異常をはじめとする骨格筋以外の要因がある。そこで、Zip13-KO マウス

の骨格筋における基質的な変化の有無を確認するために、WT および Zip13-KO マ

ウスの骨格筋凍結切片を作製し、HE染色と免疫染色を適用して、骨格筋組織の性

状を解析した。 
 

徳島文理大学倫理委員会の承認 

本研究は、徳島文理大学倫理委員会の承認（承認番号 19-4）と関連法規に従い、

検討した。 
 

 

 

 

 

A B C D 
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マウス 

・週齢：10週齢 

・性別：雄(WT：n=3, Zip13-KO：n=3) 

・系統：C57BL/6 
 

実験試薬等 

・トラガントゴム(ナカライ：34409−62) 

・液体窒素(四国大陽日産) 

・コルクボード 

・イソペンタン(キシダ化学：000-59895) 

・マイヤーヘマトキシリン溶液(Wako：131-09665) 

・エオシン Y (Wako：058-00062) 

・キシレン(ナカライ：36611-03) 

・ウシ血清アルブミン(ナカライ：01860-36) 

・PBS (-)(ナカライ：14249-95) 

・Triton X-100 (ナカライ：35501-02) 

・Anti Laminin2α antibody Rat monoclonal (シグマアルドリッチ：L0663-25UL) 

・PBST：PBS1L に対し Triton X-100 1mL を添加 

・マリノール (武藤化学：2009−1) 

・Normal Goat Serum Blocking solution (Vector Laboratories：S-1000) 

・Anti -Laminin2(α-2Chain)antibody Rat monoclonal (シグマアルドリッチ：L0-663-

25UL) 

・Goaft anti Rat-IgG(H+L)Alexa FlourTM Plus594 (invitrogen：A48264) 

・Hoechst33342 (invitrogen：H3570) 

・Blocking Buffer：Normal Goat Serum Blocking solution80 μL、10％ウシ血清アル

ブミン (Bovin Serum Albmin：BSA)/PBS溶液 160 μL、PBST560 μL を混合し、

Blocking Buffer とした。 

・抗体希釈液：10％BSA/PBS 200 μL、PBST800 μL を混合し、抗体希釈液とした。 

 



30 
 

実験機器 

・クリオスタット(Leica) 

・BZ-X800	(キーエンス) 
 

凍結切片の作製・HE染色・筋線維の断面積測定 

凍結切片の作製： 

トラガントゴム 200 mg に対して 1 mL の水を加えて混合し、1.5 cm四方にカッ

トしたコルクボードに山状になるように盛り付けて、固定用の土台とした。Page 

27-28 に記載した筋重量の測定と同様の方法で骨格筋を採取し、踵側の腱をトラ

ガントゴムに埋没させた。80 mL 程のイソペンタンで満たした 100 mL ビーカー

を液体窒素で十分に冷却し、骨格筋組織の装着したコルクボードをピンセットで

固定して、イソペンタン内に浸潤して激しく 1 分間程度攪拌し、骨格筋組織の凍

結ブロックとした。作製した凍結ブロックをクリオスタットで厚さ 5 μm の切片

を切り出し、スライドガラス上に貼り付けて切片とした。 

HE染色による形態観察： 

作製した凍結切片を 30 分間風乾し、スライドガラス用チャンバーに PBST を

入れた容器に移し、30 分間浸漬して透過処理を行った。その後、流水で 2-10 分間

洗浄し、ヘマトキシリン溶液に 2 分間浸漬した。2 分間の流水水洗の後に、エオ

シン Y 溶液に 1 分間浸漬して流水水洗した。その後、100％エタノールに浸漬し

てキシレンで 3 分間×3 回処理し、マリノールで封入した後に、蛍光顕微鏡(キー

エンスオールインワン BZ-X800)を用いて観察した。 

骨格筋線維の断面積解析： 

作製した凍結切片を 30 分間風乾し、スライドガラス用チャンバーに PBST を

入れた容器に移し、30 分間浸漬して透過処理を行った。その後、組織上に Blocking 

Buffer を 100 μL滴下して湿潤器に入れ、室温で 60 分間静置した後に、PBST で 5

分間の洗浄を 4 回実施した。抗体希釈液 200 μL に対し Anti -Laminin2 (α-

2Chain)antibody Rat monoclonal 1 μL を添加して(200 倍希釈)1 次抗体液とした。

Blocking処理した凍結切片上に 1次抗体液 100 μL を滴下して湿潤器に入れ、室温

で 60 分間静置した。PBST で 5 分間×4回の洗浄を行った後に、抗体希釈液 1 mL
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に Goat anti Rat-IgG(H+L)Alexa FlourTM Plus594 および Hoechst33342 をそれぞれ 1 

μLずつ添加して 2次抗体液とし、PBST洗浄後の凍結切片上に 100 μL滴下し、遮

光した湿潤器に入れ、室温で 60 分間静置した。PBST洗浄を 5 分間×4回行い、マ

リノールで封入処理して、蛍光顕微鏡(BZ-X800)を用いて標的タンパク質の発現

状況を解析した。 

Laminin2α は骨格筋細胞の基底膜に高発現することから、免疫染色により染色

された領域は骨格筋細胞の輪郭を示している。すなわち、Laminin2α 陽性領域の

内側を筋線維の細胞質と定義して、Laminin2α 陽性領域の内側の平均断面積を測

定した。 

	

結果 

Zip13-KO マウスにおいて、顕著な体重低下を示した(Figure 10A）。 Wire hang test 

の結果、Zip13-KO マウスが落下までに要した時間は、WT マウスと比較し短かった 

(Figure 10B）。Grip dtrength test の結果、Zip13-KO マウスの最大筋力は低い値を示し

た(Figure 10C）。筋重量を測定した結果、Zip13-KO マウスにおいて、体重非依存的な

後肢筋重量の低下を示し(Figure 10D）、骨格筋を細分化して重量を検証した場合、速

筋である Gas の筋重量は体重非依存的に減少し(Figure 10E）、同様に遅筋である Sol

の筋重量も体重非依存的に減少した(Figure 10F）。さらに HE染色の結果、Zip13-KO

マウスの筋線維は見上、速筋線維において矮小化を認めた(Figure 10G）。免疫染色に

よる筋断面積を解析した結果、Zip13-KO マウスの速筋において顕著な矮小化を示し

た(Figure 10H-I）。これらの結果は、ZIP13 が骨格筋形成に関与しており、ZIP13 の機

能喪失に起因して筋形成に異常が起きた結果、筋力の低下を招いた可能性を示唆して

いる。 
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Figure 10：Zip13-KO マウスの筋力および筋重量の評価  

A：体重測定 
B：Wire hang test  C：Grip Strength test 

15-16週齢の雄マウスの各個体の体重を測定し、筋力測定の測定値を体重で除した(A-B)。(WT：n=3, Zip13-
KO：n=3) 
D-F：筋重量の測定 
D：後肢筋重量(Gas+Pla+Sol)、E：Gas 重量、F：Sol 重量 

15-16 週齢の雄マウスの体重及び筋重量の測定し、筋重量は体重で除した(WT：n=6, Zip13-：n=7)。 
G：HE 染色  H-I：蛍光免疫染色と画像解析 

10 週齢の雄マウスの Gas、Plaおよび Sol の組織切片に HE 染色および蛍光免疫染色を適用し、画像を

撮影した。免疫染色は筋基底膜に高発現している Laminin2αで骨格筋切片を蛍光免疫染色して、画像解析

により筋断面積を測定した(WT：n=3, Zip13-KO：n=3)。それぞれの結果は、独立した施行により平均値

を求め、T 検定を適用して有意差を評価した。エラーバーは平均標準誤差。p*＜0.05,  p**＜0.01   
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遺伝子の発現解析 

検討内容(筋分化調節因子の発現) 

体重および筋重量の評価方法(Page 27-28)で示した方法で WT および Zip13-KO マ

ウスから採取した Sol より全 RNA を抽出して、筋分化調節因子の発現状況を qPCR

法で解析した。骨格筋は、分化が亢進することで筋分化調節因子(MRFs：Myogenic 

Regulatory Factors)の発現が変動する。筋幹細胞では Pax7 の発現が高く、その発現は

分化が進行するにつれて減少し、中期分化マーカー遺伝子の MyoD や Myf5 の発現が

上昇する。さらに分化が進むと、中期分化マーカー遺伝子の発現は減少し、Myogenin、

Desmin、Myh等の後期分化マーカー遺伝子の発現が上昇する。この遺伝子の発現量を

測定することで、骨格筋の分化段階を評価できる(78)。 
 

 
Figure 11：筋分化過程における筋分化調節因子の発現 

骨格筋は分化に伴い、MRFsの発現が変動する。筋幹細胞では、初期分化遺伝子の Pax3や
Pax7 の発現が高いが、分化が亢進するとこれらの発現は低下し、MyoD などの中期分化遺

伝子の発現が亢進する。さらに分化が亢進して筋管を形成すると、MyogeninやMyhの発現
が上昇する。これらの MRFs の発現を解析すること、骨格筋分化誘導系における骨格筋の

分化状況を評価することができる(78)。 

 

マウス 

・週齢：18-21週齢 

・性別：雄(WT：n=3, Zip13-KO：n=3) 

・筋組織：Sol 

・系統：C57BL/6 

Myotube

骨格筋分化過程

MyoblastSatellite cell

初期 中期 後期

In Vitro Cell Dev. Biol. Anim. (1999)Modified

＊MRFs：筋分化調節因子

MRFs Pax3, Pax7 Myogenin, MyhMyoD, Myf5
骨格筋分化度
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実験試薬 

・ジルコニアビーズ 3 mm(バイオメディカルサイエンス：ZZ30-0001 ) 

・セパゾール(ナカライ：09379-55) 

・クロロホルム(Wako：038-02606) 

・イソプロパノール(ナカライ：29112-05) 

・エタノール(Wako：057-00456) 

・UltraPureDistilled water (invitrogen：10977-015) 

・PrimeScript RT Master Mix (Takara：RR036A) 

・THUNDERBIRD Next SYBR qPCR Mix (TOYOBO：QPX-201) 

・70％エタノール溶液 

実験機器 

・Homogenizer Shakeman 6 (バイオメディカルサイエンス) 

・nano drop DS-11 (Denovix) 

・Quant Studio3 (Ehermo Fisher) 

実験方法 

全 RNAは、フェノール抽出法によって抽出した。具体的には、スクリューキャッ

プ付き 2 ml コニカルチューブに各マウス大腿筋(Gas・Sol・Pla)を入れ、ジルコニア

チューブおよびセパゾール１ml を添加し、Homogenizer Shakeman 6 (4000 rpm 30秒×

4回)を用いて組織を破砕した。クロロホルムを 200 μL添加して Vortex を用いて 1 分

間攪拌した後に遠心分離し(12000 rpm, 4℃条件, 10 分間)、上層(水層)を 1.5 mlエッペ

ンチューブに移して、同量のイソプロパノールを添加し、転倒混和で混合した。10 分

間静置した後に遠心分離処理(12000 rpm, 4℃条件, 10 分間)し、上清を除去して 70％

エタノール溶液を添加した。遠心分離処理(12000 rpm, 4℃条件, 10 分間)した後に上清

を除去して風乾し、UltraPureDistilled water を 50 μL添加して RNA ペレットを完全に

溶解した。RNA溶液を nano drop を用いて濃度と純度を測定した。 

調整した全 RNA溶液を用いて、complementary DNA(cDNA)を合成した。具体的に

は、全 RNA溶液 1 μg と PrimeScript RT Master Mix 2 μL を混合し、UltraPureDistilled 

water を添加して全量 10 μL に調整して、37℃15 分→85℃5秒→4℃の条件で逆転写反
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応を行い cDNA を得た。 

合成した cDNA を用いて、quantitative PCR(qPCR)を実施した。具体的には、作製

した cDNA	溶液 1	μL と HUNDERBIRD Next SYBR qPCR Mix 10 μL および、10 μM に

調整した目的遺伝子の Primer F と Primer R をそれぞれ 0.8 μL混合し、UltraPureDistilled 

water を加えて全量 20 μL に調整し、Quant Studio3 を用いて 95℃30 秒→95℃5 秒*→

60℃30秒**(*および**を繰り返し 40 サイクル)の条件で DNA を増幅させた。得られ

たデータはβ-actin でノーマライズを行い、各サンプルについて同一の施行を 3 回実

施し、各サンプルの測定値を平均化し、T 検定で有意性を評価した。 

 

結果 

q PCR による解析の結果、Zip13-KO マウスの大腿筋では、骨格筋分化初期遺伝子

の Pax3 および Pax7 の発現は顕著に高く(Figure 12A-B）、中期分化マーカー遺伝子の

MyoDは顕著に低値を示した(Figure 12C）。しかしながら、後期分化マーカー遺伝子

の発現に優位な差を示さなかった。すなわち、 Zip13-KO マウスの骨格筋は、分化が

抑制されている可能性が示唆された。 

 

Figure 12：Zip13-KO マウスにおける遺伝子発現解析 
18-21 週齢、雄のWTおよび KOマウスのそれぞれ３個体より単離した後肢骨格筋(Gas・Sol・Pla)を用い
て、各遺伝子の発現を qPCRで解析した(A. Pax3  B. Pax7  C. MyoD  D. Myogenin)。 
それぞれの平均値を求め、T 検定を適用して有意差検定を行った。エラーバーは平均標準誤差。(WT：n=3, 
Zip13-KO：n=3)  p*＜0.05  
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小括 

Zip13-KO マウスは顕著な筋力低下を示し、その筋線維は矮小化を示した(Figure 

10)。骨格筋における遺伝子の発現状況を解析したところ、筋分化調節因子の発現制

御に異常を呈した(Figure 12)。以上の結果から、ZIP13 は骨格筋の正常な形成と恒

常性の維持に関与する可能性が示唆された(表 3）。 

一方、骨格筋組織にはさまざまな細胞が混在し、筋機能には骨や腱もしくは神経

組織を構築する細胞も関与する。骨格筋細胞自律的な分化に ZIP13 が関与するのか

を精査するために、次項に示す骨格筋関連細胞株を用いた検討行った。 

 

  表 3. Zip13-KO マウスは、筋力の低下、筋線維形態の異常および、 

骨格筋における筋分化調節因子の発現制御の異常を示す。 
 

結果の概要 

・Zip13-KO マウスは筋力の低下を呈し、骨格筋における筋線維の縮小化と筋分化遺

伝子の発現変動を確認した。 

・ZIP13は、正常な骨格筋の形成と恒常性維持および、機能に必要である可能性が示

唆された。 

  

⼩括

Figure 10

筋力低下 矮小化 制御異常

Wire hang （遅筋）
Grip strength（速筋）

速筋における筋断面積の縮小 Pax3 , Pax7（発現上昇）
MyoD（発現低下）

筋力 筋線維 筋分化調節因子の発現

Figure 10 Figure 12
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第三章：C2C12 細胞株を用いた検討 
Zip13-KO マウスを用いた検討結果から、ZIP13 が骨格筋の形成に関与している可

能性が示唆された。そこでマウス筋芽細胞由来 C2C12 細胞株を用いて骨格筋の分化

における ZIP13 の役割を解明するために以下の検討を行った。 
 

C2C12 細胞株の骨格筋分化 

マウス筋芽細胞由来の C2C12 細胞株は IGF(Insulin like grows factors)を多く含有す

るウマ血清(Horse Serum：HS)による分化刺激を加えることで、骨格筋へ分化するこ

とが知られている(Figure 13)(79-80)。そこで、骨格筋の分化による ZIP13 の関与

を精査するために、野生型(WT)C2C12 を HS による分化誘導を行うことで(Figure 

14A）、MRFs および Zip13 の発現変動を qPCR 法を適用して解析した。 

Figure 13：骨格筋の分化 
C2C12における骨格筋分化のスキーム 
マウス筋芽細胞由来の C2C12はウマ血清（Horse Serum：HS）による刺激を加えることで、

骨格筋へ分化することが知られている(79-80)。  
 

骨格筋分化における Zip13 遺伝子および筋分化調節因子の発現 

検討内容(骨格筋の分化に伴う遺伝子の発現解析) 
 

細胞：C2C12 

実験試薬： 

・DMEM (High Glucorse)(Wako：043-30085) 

・PBS (-)(ナカライ：14249-95) 

・Antibiotic-Antimycotic Mixed Stock Solution (100x)(Stabilized)（ナカライ：09366-

44） 

・Fetal Bovin Serum (シグマアルドリッチ：173012) 

・Horse Serum (シグマアルドリッチ：H1270-500ml) 

・Trypsin-EDTA (ナカライ：32777-15) 

ウマ血清
Horse Serum (HS)

分化誘導刺激

骨格筋の分化に関する実験方法

筋管細胞

Zip13発現抑制 (Zip13-KD) 細胞株

マウス筋芽細胞
(C2C12細胞)

Plasmid Zip13mZip13-shRNA

Muscle differentiation
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・pSUPER.retro.puro vector plasmid (OligoEngine) 

・Lipofectamine LTX (Thermo Fisher Scientic) 

・セパゾール(ナカライ：09379-55) 

・クロロホルム(Wako：038-02606) 

・イソプロパノール(ナカライ：29112-05) 

・エタノール(Wako：057-00456) 

・UltraPureDistilled water (invitrogen：10977-015) 

・PrimeScript RT Master Mix (Takara：RR036A) 

・THUNDERBIRD Next SYBR qPCR Mix (TOYOBO：QPX-201) 

・70％エタノール溶液：UltraPureDistilled water を用いてエタノールを 70％となる

ように調整 

・RIPA Buffer (ナカライ) 

実験機器： 

・nano drop DS-11 (Denovix) 

・Quant Studio3 (Ehermo Fisher) 

実験方法 

細胞培養 

細胞の培養は T75フラスコもしくは 10 cm dish に細胞を播種して継代培養を行っ

た。培地には DMEM にウシ胎児血清(Fetal Bovin Serum：FBS)10％、抗生物質(ペニ

シリン・ストレプトマイシン・アムホテリシン B)1％の組成となるように添加して

使用(以後 FBS 培地)した。 

細胞継代 

細胞の継代はアスピレーターを用いて培地を除去し、PBS 2 mL を添加して細胞を

洗浄した。その後 PBS をアスピレーターにより除去して、Trypsin-EDTA を 2 mL添

加して、37℃インキュベーター内で 5 分間静置して細胞を剥離させた。細胞の剥離

を顕微鏡を用いて確認した後に、FBS 培地を 5 mL添加して Trypin-EDTA を失活さ

せた。その後、ピペッティングにより細胞を完全に隔離させ、15 mL コニカルチュ

ーブに細胞懸濁液を採取した。細胞懸濁液を遠心分離機を用いて 4℃にて 1000 rpm, 
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5 分間の遠心により、細胞と培養液を分離した。その後、アスピレーターを用いて上

清を除去し、新たな FBS 培地を 5 mL添加して再懸濁した。細胞懸濁液をトリパン

ブルー溶液により染色して血球計数板を用いて生細胞数を算出した。その後、細胞

を新たな培養容器に 5×104個となるように播種した。播種後は 5％CO2・37℃条件で

培養した。 

C2C12 細胞の骨格筋分化誘導 

6 Well plate に C2C12 細胞を 1 Well あたり 1×105個播種して、翌日 DMEM にウ

マ血清(Horse Serum：HS)2％、抗生物質 1％の組成となるように添加した培地(以後

HS 培地)に培地交換して、2日おきに新しい HS 培地に培地交換して 6日間分化誘導

した。分化 0 より 6 日目までの各日数における全 RNA を抽出して、Zip13 および

MRFs の発現状況を qPCR 法を適用して解析した(Figure 14A)。 

RNA抽出 

各 Well の培養液を除去し、PBS を 1 mL添加して、PBS を除去する操作を 2回繰

り返した後に、セパゾールを 1 mL 添加してピペッティングにより細胞を完全に溶

解させ、1.5 mLチューブに全量を採取した。ボルテックスによる攪拌を 1 分間行い、

その後、クロロホルムを 200 μL 添加して再度ボルテックスによる攪拌を 1 分間行

い、遠心分離機を用いて 4℃にて 12000 rpm, 15 分間の遠心により、中間層のタンパ

ク質をコンタミさせないように注意しながら、上層の水層のみを約 500 μL採取して

新しい 1.5mLチューブに移した。その後、移した液と同量のイソプロパノールを添

加して転倒混和し、室温において 10 分間静置した。遠心分離機を用いて 4℃にて

12000 rpm, 10 分間の遠心を行った後に上清を除去して、70％エタノールを添加した

のちに再度、遠心分離機を用いて 4℃にて 12000 rpm, 10 分間の遠心を行った後に上

清を除去して、クリーンベンチ内で 10 分間の風乾を行った。風乾後、精製した RNA

ペレットを Ultrapure water を 30 μL添加して完全に溶解させた。 

骨格筋分化誘導細胞における Zip13 および MRFs の発現解析 

骨格筋分化誘導の各培養日数において、細胞より全 RNA を抽出して qPCR 法を

適用して Zip13 と MRFs の発現状況を解析した。RT-PCR および q-PCR の条件は Page 

34-35 で示した方法に従い実施した。 
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結果 

C2C12 細胞は分化誘導刺激により分化 3日目より Zip13 mRNAは発現上昇を示

した(Figure 14B）。中期分化マーカー遺伝子である MyoD mRNAは分化 2日目に上

昇し、3日目に発現減少を示すが、6日目に再度上昇した(Figure 14C）。後期分化

マーカー遺伝子である Myogeninは分化 2日目より日数経過とともに発現は上昇し

た(Figure 14D）。上記の結果より、Zip13は骨格筋の分化に関与する可能性が示唆

された。 
 

 
Figure 14：C2C12 細胞の骨格筋分化における遺伝子発現 

A：C2C12 細胞を用いた筋分化誘導実験方法を示す。C2C12 細胞を播種し、翌日にウマ血清含有培地へ交換して静

置培養を行なった。48 時間毎に培地を交換し、分化誘導前 (Day0)から指定日に細胞を回収した。 
B-D：上記 Aで調整した細胞から RNAを抽出し、各遺伝子の発現を qPCR 法で解析した。同一の施行を 3回繰り返

して、平均値を算出した。Day0 における遺伝子の発現量に対して各指定日における遺伝子発現を、T 検定を適

用して有意差検定を行った。エラーバーは平均標準誤差。n=3  p*＜0.05,  p**＜0.01 
(B：Zip13  C：MyoD  D：Myogenin) 
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Zip13 発現抑制細胞株の作製 

検討内容(Zip13shプラスミドの導入による Zip13 発現抑制) 

実験方法 

製作者のプロトコールに従い、マウス Zip13-shRNA もしくは Scramble(Scr)配列

を pSUPER.retro.puro vector plasmid に挿入してマウス Zip13-shRNA もしくは

Scramble plasmid を作製した。C2C12 細胞に Lipofectamine LTX を用いて作製した

plasmid をトランスフェクションした。トランスフェクション後にピューロマイシン

5 μg/ml を含有する FBS 培地に培地交換して 48 時間インキュベーションを行い、

qPCR 法を適用して Zip13 の knock down(KD)効率を評価した。残りの細胞を限界希

釈法を適用して播種することで、12 クローンの細胞株を得た。得られた細胞株の

Zip13 の発現を解析して、KD効率を評価して KD効率の高い 2 クローンを選択した

(KD#6 および#7)。 

骨格筋分化誘導条件における Zip13 発現抑制の影響 

検討内容(筋管形成への影響と筋分化調節因子の発現) 

実験方法 

KD および Scr 細胞を Page 38-39 で示した方法に従って分化誘導を行い、顕微鏡

を用いて分化 0日および 3日目における形態観察を行うとともに、分化 3日目まで

の各培養日数における細胞より全 RNA を抽出して、qPCR 法を適用して Zip13 およ

び MRFs の発現状況を解析した。さらに、分化 0日目および 3日目における骨格筋

の後期分化マーカータンパク質である MYH(Myosin Heavy Chain：MYH)の発現をウ

ェスタンブロット(Western blot：WB)を適用して解析した。 

 

結果 

KD効率約 50％の KD6 と、KD効率 60%の KD7 の 2 クローンを得た(Figure 15A)。

分化誘導後の細胞を形態観察した結果、Scr 細胞は分化 3 日目において筋菅の形成を

確認したが(Figure 15B 右上)、Zip13-KD 細胞では筋菅の形成はほとんど確認できな

かった(Figure 15B 右下)。qPCR の結果、Scr 細胞は分化日数の経過に伴い MyoD の

発現は上昇したが、Zip13-KD 細胞は MyoD の上昇をほとんど認めず、Scr と比較して



42 
 

Day2 および Day3 において KD7 は顕著な発現低下を認め、KD6 は Day2 では有意差

は認めなかったものの、Day3顕著な発現低下を示した(Figure 15C）。Scr 細胞におい

て中期分化マーカー遺伝子である Myf5 の発現は分化日数の経過とともに上昇したが、

Zip13-KD 細胞は Day1 において発現の上昇を示したものの、Day2 では発現減少を示

したのちに Day３において再び発現は上昇した。また、Scr 細胞と比較して Day0 およ

び Day1 では発現量に有意な差を認めなかったものの、Day2以降において顕著な発現

低下を示し、KD7は Day 3 でも顕著な発現低下を示した(Figure 15E）。後期分化マー

カー遺伝子である Myogeninは、Zip13-KD 細胞および Scr 細胞において分化日数の経

過とともに発現上昇を示し、Day0 では顕著な発現低下を示し、Day1 および Day2 日

おいては発現量に有意な差を示さなかったものの、Day3 では Zip13-KD 細胞において

顕著な発現低下を示した(Figure 15D)。さらに、Myh2 遺伝子は Scr 細胞および Zip13-

KD 細胞において、分化に伴い発現上昇を示し、Scr 細胞と比較して Zip13-KD 細胞は

有意ではないものの発現の低下傾向を示した(Figure 15E）。また、WB の結果、Scr 細

胞と比較して Zip13-KD 細胞では Day0 において MYH タンパク質の発現に差は見ら

れなかったが、Day3 では発現量が低下した(Figure 15G）。上記の結果から ZIP 13は

骨格筋の分化において重要な役割を担う可能性が示唆された。 
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Figure 15：Zip13-KD 細胞における骨格筋分化 

A：Zip13 に対する siRNA 発現プラスミドを導入した安定的細胞株クローンにおける Zip13 遺伝子の発現を記す。

同一の施行を 3回繰り返し、平均値を求めた。エラーバーは平均標準誤差。各指定日について Scrambleと KD細
胞を比較し、Dunnett 検定を適用して有意差検定を行った。n=3, p*＜0.05,  p**＜0.01 

B：骨格筋誘導時における細胞形態を示す。Scramble を導入した対照細胞株(Scramble)で観察される筋管構造(黄色

矢頭)は、Zip13 に対する siRNA発現プラスミドを導入した細胞株(Zip13-KD7)では観察されない。 
C-F：筋分化調節因子(C.MyoD,  D.Myogenin,  E.Myh5,  F.Myh2)の発現状況を示す。Zip13 に対する siRNA 発現プ

ラスミドを導入した細胞株(Zip13-KD6, Zip13-KD7)では、上記の筋分化調節因子の発現が有意に抑制されている。

同一の施行を 3回繰り返し、平均値を求めた。エラーバーは平均標準誤差。各指定日について Scrambleと KD細
胞を比較し、Dunnett 検定を適用して有意差検定を行った。n=3, p*＜0.05,  p**＜0.01 

G：ZIP13の失調は、骨格筋誘導時におけるMYHタンパク質の発現上昇を抑制する。対照細胞株(Scramble)および、 
Zip13 に対する siRNA 発現プラスミドを導入した細胞株(Zip13-KD6, Zip13-KD7)にウマ血清で骨格筋分化を誘

導して経時的に細胞を回収し、それらの全細胞溶解液を用いてMYHタンパク質の発現状況をWestern blottingで
解析した。 
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小括 

骨格筋の分化に伴い、Zip13 遺伝子の発現が変動した。また、Zip13-KD 細胞は

分化に伴う筋管構造を呈する細胞の減少を示すとともに、筋分化調節因子の発現

低下を示した(表 4）。以上の結果から、ZIP13は骨格筋の正常な分化に必要である

可能性が示唆された。 

Zip13-KO マウスおよび KD 細胞を用いた実験結果の一般性を検証するため、

EDSSPD3 患者の皮膚線維芽細胞から iPS 細胞を作製して、骨格筋分化による影響

を検討した。iPS 細胞に関する検討内容を次項以降に解説する。 

 

  表 4. Zip13 の発現抑制は、C2C12 細胞の骨格筋分化誘導を阻害する. 

結果の概要 

・Zip13-KD 細胞において、筋管形成の抑制と、筋分化調節因子の発現低下を確認し

た。 

・ZIP13 は、筋管形成に至る筋芽細胞の正常な分化誘導に必要である可能性が示唆

された。 

  

⼩括

筋管細胞 タンパク質遺伝子

発現低下
MYH2

発現低下
MyoD, Myf5, 
Myogenin, Myh2

筋管構造を呈する細胞の減少

Figure15

筋分化調節因子の発現細胞の形態
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第四章：EDSSPD3 患者由来 iPS 細胞を用いた検討 
Zip13-KO マウスおよび C2C12 細胞株を用いた検討結果から、ZIP13 が骨格筋の正

常な分化形成および機能の維持に必要である可能性が示唆された。ヒトの細胞におけ

る役割を明らかにするために、EDSSPD3 患者由来の細胞から iPS 細胞株を作製し、

骨格筋へ分化させることで、ヒト細胞の骨格筋分化におけるZIP13の機能を解析した。

さらに、遺伝子編集技術を適用して EDSSPD3 における遺伝子の変異を正常化修復し、

ZIP13 の機能破綻による骨格筋分化異常が回復するのか解析した。 

徳島文理大学倫理委員会の承認 

本研究は、徳島文理大学倫理委員会の承認(承認番号 R2-19 および R3-16)と関連法

規に従い、検討した。EDSSPD3 患者 2名(女性 1名、男性 1名)由来のヒト皮膚芽細

胞(HDF：Human Darmal Fibroblast)の使用に関しては、当該患者のインフォームドコ

ンセントを得て実施した (48)。 

HDF の播種 

Cell Applications より健常人女性(白人 36歳）、および男性(白人 49歳)の HDF を購

入した。これらは終濃度がそれぞれ 10％FBS (Hyclone Laboratories）、1×GlutaMAX 

(Thermo Fisher Scientic）、およびを 1％P /S/A となるように添加した DMEM（WAKO)

中で播種し、5％CO2 存在下、37℃の条件で増殖・維持した。 

検討内容(EDSSPD3 患者由来 iPS 細胞株の作製) 

検討内容(健常者および EDSSOD3 患者由来 iPS 細胞株の樹立) 

ヒト iPS 細胞の作製は京都大学 iPS 研究所の公開しているプロトコールに従い

(http://www.cira.kyoto-u.ac.jp/e/research/protocol.html)、iPS 細胞を作製した。 

細胞 

・健常者由来 HDF 

・EDSSPD3 患者由来 HDF 

・SNL76/7 (DS pharma Biomedical) 

実験試薬 

・DMEM (High Glucorse)(Wako：043-30085) 

・FBS (Hyclone) 



46 
 

・PBS (-)(ナカライ：14249-95) 

・Horse Serum (シグマアルドリッチ：H1270-500 ml) 

・GlutaMAX (Thermo Fisher Scientic：35050061) 

・Antibiotic-Antimycotic Mixed Stock Solution (100x)(Stabilized)(ナカライ：09366-44) 

・エピソーマルプラスミドベクター 

pCXLE- hOCT3/4-shp53-F (Addgene：#27077) 

pCXLE-hUL (Addgene：#27080) 

pCXLE-hSK (Addgene：#27078) 

・マイトマイシン C (協和発酵キリン) 

・線維芽細胞成長因子(塩基性)(FGF-basic / bFGF / FGF2), ヒト, 組換え体(154aa) 

(WAKO：068-04544) 

・Primate ES/iPS 細胞用培地(Repro CELL：RCHEMD001） 

・iMatrix-511 (Laminin-511 E8)(ニッピ、892001/892002) 

・Y-27632 (WAKO、253-00511) 

・PBS (-)(ナカライテスク、14249-24) 

・0.5X TrypLE Select (Thermo Fisher Scientic) 

・2.5％トリプシン(Thermo Fisher Scientic) 

・1mg/ml コラゲナーゼⅣ (Thermo Fisher Scientic) 

・Knock Out Serum (KSR)(Thermo Fisher Scientic) 

・0.1 M CaCl2 

・細胞剥離液(0.5X TrypLE Select および 0.75 mM EDTA より調整) 

・CTK 溶液 (2.5％トリプシン、1 mg/ml コラゲナーゼⅣ、0.1 M CaCl2、20％KSR

より調整) 

・StemFit (味の素) 

・RNeasyMini Kit (Qiagen) 

・4％パラホルムアルデヒド(WAKO) 

・Leukocyte Alkaline Phosphatase Kit (シグマアルドリッチ) 

・Stain Buffer (BD Biosciences) 



47 
 

・diamidino-2-phenylindole (DAPI)(Thermo Fisher Scientic) 

・7- amino-actinomycin D (7-AAD)(BioLegend) 

実験機器 

・nano drop DS-11 (Denovix) 

・Quant Studio3 (Ehermo Fisher) 

・Neon transfection system (Thermo Fisher Scientic：MPK5000) 

・BZ-9000 (キーエンス) 

・FACS Melody セルソーター(BD Bioscience) 

・FlowJo 

実験方法 

・iPS 因子の導入 

エピソーマルプラスミドベクターを各種 1 μg混合したプラスミド溶液を調整し

た。調整したプラスミド溶液と 3×105個の EDSSPD3 患者および健常者由来 HDF

をそれぞれ混合し、Neon システムを用いて 1650V・10 ms の条件で 3回パルスを照

射して、エレクトロポレーション法による遺伝子導入を行った。遺伝子導入を行っ

た日を 1 日目と起算して、７日間 37℃5％CO2条件において培養し、7 日目に 5×

104個の細胞をマイトマイシン C処理した SNLフィーダー細胞上へ播種した。SNL

上へ播種した翌日に 4 ng/mL の組換えヒト塩基性芽球増殖因子と Antibiotic-

Antimycotic Mixed Stock Solution が 100倍希釈になるように添加した霊長類 ES/iPS

細胞用培地に交換した。2日おきに培地交換を行い、コロニーを形成させた。培養

20-30目まで培養を行い、形成した 2 mm以下のコロニーを選択して継代培養した。 

・Feeder Free条件による iPS 細胞の培養 

作製した iPS 細胞の解析を行うために Feeder Free条件において細胞培養を行う

必要がある。そこで樹立時に On Feeder条件において培養していた iPS 細胞株を、

Feeder Free条件で培養を行うために順化を行った。 

具体的には培地を除去後、PBS を 1 ml添加してすぐに除去し、CKT を添加して

25℃10 分間静置して Feeder 細胞を剥離させ Feeder 細胞を除去した。Feeder 細胞を

除去後、細胞剥離液を添加し 25℃条件で 10 分間静置した。単一コロニーを広口ピ
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ペットを用いて剥離して Rho キナーゼ阻害剤である 10 μM の Y27632、コイルドコ

イル含有プロテインキナーゼ阻害剤、および Antibiotic-Antimycotic Mixed Stock 

Solution を添加した StemFit 培地に懸濁した。懸濁液は 0.25 μg/cm2 iMatrix-511 ラミ

ニン-511 E8フラグメント、10 μM Y27632、および Antibiotic-Antimycotic Mixed Stock 

Solution を添加した StemFit 培地を用いた培養プレートに細胞を２×104個播種し、

翌日に Antibiotic-Antimycotic Mixed Stock Solution を添加した StemFit 培地に培地交

換した。培養開始 4 日目以降は毎日培地交換を実施した。細胞は 95％コンフルエ

ントまで培養して継代を行い、iMatrix-511 を用いたフィーダーフリー培養を適用し

て維持培養した。 

作製した iPS細胞の塩基配列を解析するために、RNeasy Mini Kitを用いて全RNA

を抽出して cDNA を合成し、合成した cDNA を鋳型としてヒト Zip13 エクソン２

mRNA のプライマーDNA を用いて PCR を行い、サンガー法を用いて配列を決定し

た。 

iPS 細胞株樹立の確認 

継代した細胞の一部を用いてアルカリフォスファターゼ (ALP:Alkaline 

Phosphatase)染色、蛍光免疫（IF：Immunofluoresence）染色およびフローサイト（FACS）

を適用して iPS 細胞株の樹立を確認した。IF および FACS には多能性幹細胞マーカ

ータンパク質として知られている抗 SSEA-4 抗体および抗 TRA-1-81 抗体を用いた。 

・ALP染色 

iPS コロニーを 4％パラホルムアルデヒドで 25℃条件で 10 分間処理した。水で

洗浄後、コロニーを BZ-9000 を用いて位相差画像を撮影した。その後、Leukocyte 

Alkaline Phosphatase Kit を用いて指示されたプロトコールに従い、ALP染色を行い、

染色したコロニーを BZ-9000 を用いて撮影した。 

・IF染色 

iPS コロニーを 4％パラホルムアルデヒドで 25℃条件で 10 分間処理し、0.3％

Triton X-100 を添加して 25℃条件で 20 分間透過処理した。その後、PBS による洗

浄を行うとともに、FBS を添加した Stain Buffer によるブロッキングを行った。さ

らにそれぞれ対応する 1次抗体と 2次抗体を用いて目的のタンパク質を検出した。
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核は diamidino-2-phenylindole (DAPI)による染色を実施した。蛍光色素は BZ-9000

を用いて検出した。 

・FACS 

Feeder Free条件で培養した iPS細胞を細胞剥離液を用いて 25℃、10分間処理し、

コロニーを単一細胞に解離させ、FBS を添加した Stain Buffer に懸濁した。1 次抗

体で 4℃2 時間、次いで 2 次抗体により 1 時間処理を行い染色した。死細胞は 7- 

amino-actinomycin D (7-AAD)により染色することで除外した。染色した細胞は

FACS Melody セルソーターを用いて分析を行い、得られたデータはソフトウェア

FlowJo を用いて解析した。 

 

結果 

ALP染色の結果、樹立した iPS 細胞株は赤色に染色され、健常者および EDSSPD3

患者由来 HDFは未分化状態を獲得したことが示された(Figure 16A)。IF染色の結

果、健常者 iPS 細胞および EDSSPD3 患者由来 iPS 細胞(EDSSPD3 患者 iPS 細胞)は

ヒト iPS 細胞における多能性幹細胞マーカータンパク質である SSEA4 の発現を確

認した(Figure 16B)。さらに、TRA-1-81 の発現を確認した(Figure 16C)。FACS に

よる解析の結果、コントロールとしてアイソタイプマウス IgG3 を用いて SSEA4 お

よび TRA-1-81 を展開したところ、ヒストグラムは健常者および EDSSPD3 患者由

来 iPS 細胞は、ピークが同程度右側にシフトした(Figure 16D)。以上の結果から、

EDSSPD3患者と健常者の皮膚線維芽細胞に由来する iPS細胞株の樹立を確認した。 
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Figure 16：健常者および EDSSPD3 患者由来 iPS 細胞株の作製 
A：EDSSPD3 患者および健常者由来の線維芽細胞から作製した iPS細胞株コロニー(EDSSPD3 iPS, Healthy iPS)の

明視野および alkaline phosphataseの活性化状況(ALP 染色法)を示す。 
B-C：免疫染色による多能性幹細胞マーカーの発現解析結果を示す。 

B：Stage-specific embryonic antigen-4 (SSEA4)の発現を示す。 
C：Transformer-1-81 (TRA -1-81)の発現を示す。 

D-E：FACsによる多能性幹細胞マーカーの発現解析結果を示す。 
D：SSEA4 
E：TRA -1-81 
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EDSSPD3 患者由来 iPS 細胞の骨格筋分化誘導系の構築 

検討内容(MyoD強制発現による骨格筋の分化誘導) 

iPS 細胞株の骨格筋分化誘導法として、骨格筋の分化において重要な因子として知ら

れている MyoD の発現を誘導することで、筋分化を誘導する方法が知られている(68, 

81-82)。そこで PiggyBac (PB)Transposon システムを利用したテトラサイクリン誘導性

MyoD 発現 iPS 細胞株(MyoD-iPS)を樹立した。 

実験試薬 

・R Buffer (Thermo Fisher Scientic) 

・Doxycycline (Dox)(LKT Laboratories) 

・Matrigel Growth Factor Reduced Basement Membrane Matrix (Corning) 

・Y27632 (WAKO) 

・Knockout Serum (Thermo Fisher Scientic) 

・StemFit (味の素) 

・2-メルカプトエタノール(Thermo Fisher Scientic) 

・Minimum Essential Medium Eagle - Alpha Modification (α-MEM)(ナカライ) 

・細胞剥離液(0.5 X TrypLE Select (Thermo Fisher Scientic)および 0.75 mM EDTA よ

り調整) 

・Primate ES/iPS 細胞用培地(Repro CELL：RCHEMD001) 

実験機器 

・nano drop DS-11 (Denovix) 

・Quant Studio3 (Thermo Fisher) 

・Neon transfection system (Thermo Fisher Scientic：MPK5000) 

実験方法 

テトラサイクリン誘導性ヒト MyoD、mCherry およびネオマイシン耐性遺伝子プラ

スミドを PBベクターもしくは EF1a プロモーター駆動性 PB トランスポゼース遺伝子

を p HLベクター（pHL-EF1a-hcPBase）に組み込むことで調整した(83)（Figure 17A）。

Feeder free 条件において維持された iPS 細胞を遺伝子導入の 2 時間以上前に Y27632

により処理を行った。その後、細胞剥離液を用いて単一細胞に解離させ、5×105個の
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細胞を R Buffer により懸濁した。細胞懸濁液に PB-hMyoD および pHL-EF1a-hcPBase

を各 1 μg添加し、Neon システムを用いて 1200 V、20 ms の条件で 2回パルスを照射

してエレクトロポレーションによる遺伝子導入を行った。遺伝子導入した細胞は

iMatrix-511 による Feeder Free条件で培養した。遺伝子導入 2日後、2-4 mg/mlネオマ

イシンを添加した StemFit 培地に培地交換し、ネオマイシンによるセレクションを行

った。ネオマイシンセレクション iPS 細胞を限界希釈法を適用してシングルセルクロ

ーニングを行った。 

得られた細胞はテトラサイクリン系薬剤であるドキシサイクリン(Doxycycline：

Dox)を 1 μg/ml添加することによって、mCherry が発現することを確認した。作製し

た細胞の骨格筋分化は上記のように Dox 添加によって MyoD を強制発現させること

により誘導した。 

実験の 2時間以上前に Matrigel Growth Factor Reduced Basement Membrane Matrix によ

り 24 Well Plate をコーティングした。細胞剥離液を用いて細胞を剥離し、10 μM 

Y27632 を添加した StemFit 培地に懸濁して、1 Well あたり 0.6×105個の細胞を播種

した。翌日に Primate ES/iPS 細胞用培地へ培地交換し 2日目に 1 μg/ml の Dox を添加

し、3日目に 5％KSR、200 μM 2-メルカプトエタノールおよび 1 μg/ml Dox を添加し

た Minimum Essential Medium Eagle - Alpha Modification (α-MEM)に培地交換した。3日

目時点における mCherry の発現状況を B Z-9000 を用いて観察した。培地は 4、5 およ

び 7 日目に培地交換を行い、8 日目まで 5％CO2 37℃条件において培養した（Figure 

17B）。 

培養 3、6 および 8 日目における MRFs の発現状況を qPCR 法を適用して解析すると

ともに、8日目における骨格筋分化マーカータンパク質の発現を IF染色および WB を

適用して解析した。 
 

結果 

IF染色の結果、健常者の iPS 細胞と比較して EDSSPD3 患者由来 iPS 細胞は骨格筋

後期分化タンパク質である MYH の同等の発現を確認したことから、骨格筋分化系の

構築に成功した(Figure 17C）。 

PCR の結果、健常者および EDSSPD3 患者 iPS 細胞は分化日数の経過に伴い Zip13
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の発現は上昇した(Figure 17D）。内因性 MyoD の発現は分化誘導 Day3 では健常者 iPS

細胞と比較して EDSSPD3 患者 iPS 細胞との差は認めなかったが、Day6 および Day8

において顕著な発現低下を示した(Figure 17E）。Myogenin の発現は分化誘導 Day3 で

は健常者 iPS 細胞と比較して EDSSPD3 患者 iPS 細胞との差は認めなかったが、Day6

および Day8 において顕著な発現低下を示した(Figure 17F）。WB の結果、健常者 iPS

細胞と比較して、EDSSPD3 患者 iPS 細胞の MYOD および MYOGENIN タンパク質の

発現量は有意に低下した(Figure 17G）。  
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Figure 17：薬剤添加による骨格筋分化誘導系の確立 

A：薬剤(ドキシサイクリン：Dox)添加によって誘導的に外来ヒトMyoD (hMyoD)を発現するプラスミド

の構成図(上)を示す。本プラスミドと transposaseを発現するベクター(下)と co-transfectionすることに
より、目的とする DNA配列を iPS細胞のゲノム内に非ウイルス的に組み込むことができ、安定発現細

胞株を樹立することが可能である(83)。 
B：薬剤添加による骨格筋分化誘導系の概略を示す。マトリゲルコートした 24Well plate上に、各 iPS細
胞を 10 μMの Y27632を添加した Stem Fit 培地を用いて 1 Well あたり 6×104個播種し、翌日に Primate 
ES/iPS 培地へ培地交換した。さらに、翌日に Dox を最終濃度 1 μg/mlとなるように添加した。3日目に

2-メルカプトエタノール(最終濃度 200 μM)および Dox (最終濃度 1 μg/ml)を添加した 5％KSR-αMEM
に培地交換し、4、5および 7日目に培地交換を行って、指定された日に回収した。 

C：分化誘導開始 8日目における筋分化調節因子MYHタンパク質の発現を示す(免疫染色）。EDSSPD3 患

者および健常者由来の線維芽細胞から作製した iPS細胞株ともに、同等の筋管形成とMYHタンパク質
の発現が確認された。 

D-F：ZIP13および筋分化調節因子の発現を示す(qPCR 法）。 
D：Zip13  E：内因性MyoD(hEndo-MyoD)  F： Myogenin 
同一の施行を 3回繰り返し、平均値を求めた。エラーバーは平均標準誤差。T 検定を適用して有意差検

定を行った。n=3   ｐ**＜0.01  ｐ***＜0.001 
G：培養８日目における各細胞の内因性MYOD とMYOGENINのタンパク質発現を示す（western blotting）。 
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Figure 3

Characterization of myocytes differentiated from EDSSPD3-iPSCsMYOD with ZIP13G64D mutation.
Differentiation of iPSCsMYOD from female and male healthy controls and patients with EDSSPD3 into
myocytes was induced by hMyoD overexpression under the control of DOX. A scheme of the protocol for
myogenic differentiation of feeder-free hiPSCsMYOD with DOX-inducible hMyoD expression is presented in
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Crisper Cas9 システムによる遺伝子変異の修復 

検討内容(Crisper-Cas9 を適用した変異型 Zip13 の修復) 

これまでの検討結果から、ZIP13 の変異が骨格筋の形成や機能に関与している可

能性が示唆された。そこで EDSSPD3 患者由来 MyoD-iPS 細胞に、CRISPR-Cas9 シス

テムによる遺伝子編集技術を適用して Zip13 の変異を修復し、骨格筋へ分化誘導す

ることで、これまでの骨格筋における異常の回復を精査した。 

実験試薬 

・R Buffer (Thermo Fisher Scientic) 

・Y27632 (WAKO) 

・TrueCut Cas9 protein v2 (Thermo Fisher Scientic) 

・scaffold-modied ZIP13G64D_sgRNA (Thermo Fisher Scientic) 

・doxycycline (DOX)(LKT Laboratories) 

・StemFit (味の素) 

・2-メルカプトエタノール(Thermo Fisher Scientic) 

・細胞剥離液(0.5X TrypLE Select および 0.75 mM EDTA より調整) 

・Alt-R HDR-modied ZIP13G64D-corrected_ssODN (IDT) 

・electroporation enhancer (IDT) 

・Geno Plus Mini kit (VIOGENE) 

・In-Fusion cloning kit (Takara Bio) 

・pGEM-T easy vector (Promega) 

実験機器 

・nano drop DS-11 (Denovix) 

・Quant Studio3 (Ehermo Fisher) 

・Neon transfection system (Thermo Fisher Scientic：MPK5000) 

方法 

EDSSPD3 患者由来 MyoD-iPS 細胞における 1塩基置換を修復するために、CRISPR-

Cas9 システムおよび ssODNs24 を組み合わせた相同指向性修復(homology directed 

repair：HDR)を適用して遺伝子編集を行い、EDSSPD3 の遺伝子変異を修復した。Cas9
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による再切断を防止する目的で、アミノ酸にサイレント変異を導入した ssODN を設

計した(65位 Ser：T CC <TCA、66位 Leu：CT C<CTA）。また、GGG 部位にはプロト

スペーサー隣接モチーフ(Protspacer adjacent motif：PAM)配列を示した(Figure 18 左

上）。 

遺伝子導入の前日に EDSSPD3 患者由来 MyoD-iPS 細胞を 10 μM Y27632 で処理し、

翌日に細胞剥離液を用いて細胞を剥離して 8×104個の細胞を R Buffer により懸濁し

た。リボヌクレオチドタンパク質(Ribonucleotide protein：RNP)エレクロトポレーショ

ンを行うにあたり、2 μg の TrueCut Cas9 protein v2 と 500 μg の scaffold-modied 

ZIP13G64D_sgRNA を 25℃で 5 分間インキュベーションを行い、細胞懸濁液に 3 μg の

Alt-R HDR-modied ZIP13G64D-corrected_ssODN と 3 μM の electroporation enhancer とと

もに添加した。Cas9/sgRNA 複合体と ssODN および細胞懸濁液の混合物は、Neon ト

ランスフェクションシステムを用いて遺伝子導入した。条件は 1050 V・20 ms・2回照

射とした。遺伝子導入した細胞は、30 μM electroporation enhancer を添加した StemFit

培地と iMatrix-511 を用いて Feeder Free条件で培養した。培養液は毎日培地交換を行

い、培養 3日目に限界希釈法を適用して細胞をクローニングした。得られたクローン

は iMatrix-511 を用いて Feeder Free条件で維持培養した。 

EDSSPD3 の遺伝子変異の修復を確認するために、遺伝子導入した細胞の溶解液か

ら Geno Plus Mini kit を用いてゲノム DNA を抽出し、ヒト ZIP13エキソン 2 プライマ

ーを用いてゲノム PCR を行った。各 PCR産物はサンガーシークエンスを適用して配

列を解析した。また、個々の対立遺伝子を個別に解析するために ZIP13G64D を補正し

た 3 クローンの各ゲノムを鋳型として、In-Fusion-pGEM 用ヒト ZIP13エクソン 2ゲノ

ムプライマーを用いてゲノム PCR を行った。PCR産物は pGEM-T easy vector の制作

者の指示に従い、In-Fusion cloning kit を用いて挿入を行い、PCR産物を挿入したプラ

スミドをクローニングし、サンガー法を適用して配列を解析した。 

 

結果 

EDSSPD3 患者由来 MyoD-iPS 細胞 3 クローンの細胞において、ZIP13 遺伝子修復を

確認した。また、各クローンにおける対立遺伝子のノックインパターンをサンガー法
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により解析した(Figure 18左）。 

各クローンにおける個々の対立遺伝子を個別に解析した結果、各クローンはいずれ

も補正された対立遺伝子を 1 つ有していることが判明した(Figure 18 右）。上記の結

果は ZIP13 のホモ変異がヘテロ変異へ置換されたことを示している。 

 

F igure 18：EDSSPD3 患者由来 iPS 細胞の遺伝子変異修復 
CRISPR-Cas9システムを適用して、EDSSPD3 患者の遺伝子変異(EDSSPD3 iPS）を修復した。具体的には、

遺伝子変異の下流に存在している PAM配列を基準にしてガイド RNA（sgRNA）と、相同組み換えによる挿

入を行う修復遺伝子鎖(ssODN)を合成して、複合体化した Casp/sgRNAと ssODNをエレクトロポレーション

法を適用して遺伝子導入した。遺伝子修復した遺伝子変異箇所の配列は、サンガー法を用いて確認した。本

実験によって、3 つの遺伝子修復 iPS細胞クローンを得た(Repaired clone : RC1, RC2, RC3）。 

  

Fig8 EDSSPD3患者由来iPS細胞株の遺伝子修復
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遺伝子修復 EDSSPD3MyoD-iPS 細胞における骨格筋分化 

検討内容(遺伝子修復後の細胞における筋分化レスキュー実験) 

方法 

遺伝子修復を行った EDSSPD3 患者由来 MyoD-iPS 細胞に、前述(Page 51-54)で示

した方法に従い、骨格筋分化誘導を行うことで、遺伝子修復による骨格筋分化への

影響を精査した。IF染色を適用してMYH タンパク質の発現を確認するとともに

qPCR 法を適用して Myogenin の発現を解析した。クローン間の外因性 MyoD の発現

量をノーマライズする目的で、Myogenin 発現量から Exo-MyoD を除して評価した。 

 

結果 

IF染色の結果、Dox による骨格筋分化誘導により遺伝子修復した EDSSPD3 患者由

来 MyoD-iPS 細胞は、コントロールと同様の筋管を形成した(Figure 19A）。qPCR の結

果、Myogenin 遺伝子の発現量は Zip13 遺伝子修復前の EDSSPD3 患者由来 MyoD-iPS

細胞と比較して顕著に発現が亢進した(Figure 19B）。上記の結果から、ZIP13 の遺伝

子修復により骨格筋分化の機能が回復し、ZIP13 が正常な骨格筋の分化に必要である

ことを示唆している。 
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Figure 19：遺伝子修復された患者由来 iPS 細胞の骨格筋分化に関する検討 

A：Dox添加(骨格筋分化誘導)8日後の各細胞の形態と、MYHタンパク質の発現を示す(免疫染色法）。 
B：Dox添加 8日後における相対的ヒト Myogenin (hMyogenin)の発現量を示す(qPCR 法）。hMyogenin発
現を薬剤誘導的に発現させた外来性MyoD (Exo-MyoD)発現量で除して算出した。同一の施行を 3回繰

り返し、平均値を求めた。エラーバーは平均標準誤差。遺伝子修復前 iPS細胞を標準として各クローン

におけるMyogeninの発現を、T 検定を適用して有意差検定を行った。n=3 ｐ*＜0.05  ｐ**＜0.01 
 

小括 

健常者 iPS 細胞と比較して、EDSSPD3 患者由来の iPS 細胞はMRFｓの発現低下を

示し、遺伝子変異の修復により、これらの異常は回復した。以上の結果から、ZIP13は

骨格筋の正常な分化に必要であることが示された(表 5）。 
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表 5. ZIP13 は、iPS 細胞の正常な骨格筋分化誘導に必要である. 

結果の概要 

・EDSSPD3 患者由来 iPS 細胞において、筋分化調節因子の発現制御の異常を確認

した。 

・EDSSPD3 患者由来 iPS 細胞に確認された筋分化調節因子の発現制御の異常は、

遺伝子編集による修復によって正常化された。 

・ZIP13は、iPS 細胞の正常な骨格筋分化誘導に必要であることが示唆された。 

 

骨格筋に関する研究結果の小括 

C2C12 細胞と iPS 細胞を用いた検討結果から、ZIP13はMRFs の発現を調節

することで、骨格筋の正常な形成と機能に必要であることが示唆された。 

Figure 20：ZIP13 は筋分化調節因子(MRFs)の発現制御に必要であり、ZIP13 は MRFs の発現調節を介して正常な

骨格筋分化誘導に関与する. 
 

生体内の各組織における ZIP13 の発現を調査すると、骨格筋と同じ横紋筋構

造を有する心筋においても、ZIP13 の発現が比較的高いことが判明した。冒頭

(Page 15)で示したように、我々の報告した症例の EDSSPD3 患者は、２名とも脳

梗塞や脳出血の既往歴がある。心房細動等の不整脈により形成される血栓は脳へ

と移行することで、二次性脳梗塞の原因となることから、ZIP13 の失調が心循環

器に与える影響を解析した。  
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心筋における ZIP13 の役割解明 
亜鉛の欠乏はアテローム性の動脈硬化のリスクを増大し、心筋梗塞の因子となるこ

とが報告されている(84-85)。また、TPEN による細胞内亜鉛の枯渇が、ZIP13 の発現

上昇を招くこと(86)が報告されている。これらの報告のように、亜鉛恒常性の破綻は、

心血管系疾患のリスク因子となることが示唆されるが、心筋組織における亜鉛の生理

的意義は明確に示されていない。 

最近、EDSSPD3 患者の担当医から、当該患者において脳梗塞と脳出血の症例が私

信として、筆者が所属する研究グループに通知された。不整脈等の心機能低下は二次

性の脳血管疾患と関連することから、筆者は ZIP13 の機能喪失が心機能の恒常性を破

綻させた可能性を考え、Zip13-KO マウスおよび初代培養心筋細胞を用いて、心機能に

おける ZIP13 の関与について解析した。 

 

第五章：心筋における亜鉛恒常性の意義 
 

初代培養心筋細胞におけるストレス負荷に伴う影響 

亜鉛イオンが心筋細胞に与える影響を精査するとともに、ドキソルビシン(DOX)

による心毒性モデルを適用して、心毒性が ZIP13 の発現制御に関与するのか精査し

た。 

徳島文理大学倫理委員会の承認 

本研究は、徳島文理大学倫理委員会の承認(承認番号 19-4)と関連法規に従い、検

討した。 

検討内容(初代培養心筋細胞の調整と亜鉛イオンの影響解析) 

実験試薬 

・Primary Cardiomyocyte isolation kit (Thermo Fisher Scientic) 

・DMEM (High Glucorse)(Wako：043-30085) 

・FBS (Gbco Invitrogen) 

・ペニシリン 100 U/ml ストレプトマイシン 0.1 mg/ml (Sigma Aldrich) 

・TPEN 

・ZnSO4 
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マウス 

・週齢：3日齢以内 

・性別：不明(n=3) 

・系統：C57BL/6 

 

方法 

Primary Cardiomyocyte isolation kit のプロトコールに準じて、初代培養心筋細

胞(Primary neonatal cardiomyocyte：PNC)を培養した。具体的には、出生後３日

齢以内の WT マウスの心臓を解剖用はさみを用いて細断し、kit付属培地(10％ 

FBS, 100 U/ml ペニシリン, 0.1 mg/ml ストレプトマイシン)で培養した。増殖し

た PNCは、24 Well plate に 5×105個 /well となるように播種し、1日おきに培

地交換した。培養開始後約 3日目において、PNC塊の拍動現象を確認した。 

播種した PNC に、TPEN (亜鉛キレート剤, 最終濃度 10 mM）、ZnSO4 (最終

濃度 100 μM）、または TPEN (最終濃度 10 mM)と ZnSO4 (最終濃度 100 μM)を

添加して 24時間培養し、細胞形態の変化を顕微鏡で観察した。 
 

結果 

TPEN添加条件では、無添加や ZnSO4添加時には認められない細胞の縮小化

を確認し、その形態異常は、T PEN と ZnSO4 の同時添加条件では認められなか

った(Figure 21A）。以上の結果から、心筋初代培養細胞の恒常性維持に亜鉛が

必要である可能性が示唆された。 
 

検討内容(ドキソルビシンによる心負荷モデルの適用) 

アントラサイクリン系の抗がん剤として臨床現場で使用されるドキソルビ

シン(DOX)は、代表的な副作用として心筋毒性や心不全を示す。心筋細胞に与

える心毒性負荷が ZIP13 と関連するのか明らかにするために、PNC とマウス

を用いて DOX による心毒性モデル実験を実施した。具体的には、DOX添加の

心毒性負荷による心筋細胞と心臓組織における ZIP13 の発現状況を解析した。 
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実験試薬とマウス 

・Primary Cardiomyocyte isolation kit (Thermo Fisher Scientic) 

・DMEM (High Glucorse)(Wako：043-30085) 

・FBS (Gbco Invitrogen) 

・ペニシリン 100 U/ml ストレプトマイシン 0.1 mg/ml (Sigma Aldrich) 

・セパゾール(ナカライ) 

・Primer Script RT kit (タカラバイオ) 

・SYBR Green (TOYOBO) 

・マウス 

週齢：出生後 3日齢以内 

性別：不明(WT：n=3, Zip13-KO：n=3) 

系統：C57BL/6 

 

実験機器 

・Quant Studio3 (Thermo Fisher) 

方法 

先述の方法に従って PNC を調製して播種した翌日に、DOX (最終濃度 10 

ng/ml)を添加し、24時間後にセパゾールで細胞を溶解して全RNAを抽出した。

Primer Script RT kit を用いて cDNA を調整し、qPCR 法を適用して各種遺伝子の

定量的な発現解析を行なった。また、野生型マウスに DOX (15 mg/kg)を腹腔

内投与し、2 週間飼育した後に屠殺して、心臓を摘出した。摘出した心臓組織

から上記と同様に全 RNA を抽出して cDNA を調整し、qPCR 法を適用して各

種遺伝子の発現を解析した。 

 

結果 

DOX添加された PNC では、炎症性サイトカインの IL-1βの発現が上昇した

ことから、心毒性負荷の亢進が示唆された。さらに同細胞では、Zip13 の発現

減少を確認した(Figure 21B）。同様の結果は、DOX を投与されたマウス心臓で
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も確認された(Figure 21C）。以上の結果から、ZIP13 の発現が心毒性負荷に応

答して減少することが示され、心臓や心筋細胞の機能や恒常性維持における

ZIP13 の関与が示唆された。 

 

 

Figure 21：心筋組織への亜鉛要求性と心負荷モデルの適用 
A：マウス初代培養心筋細胞に対する亜鉛欠乏および亜鉛過剰の影響 

3 日齢マウス心臓から調整した初代培養心筋細胞を TPEN による亜鉛欠乏条件（最終濃度 10μM）および、

ZnSO4添加による亜鉛過剰条件(最終濃度 100 μM)で 24 時間培養した後に、BZX-810 (キーエンス)を用いて

細胞形態を観察した。 
B-C： Zip13発現に対するドキソルビシン心毒性負荷の影響 

B：初代培養心筋細胞 
初代培養心筋細胞にドキソルビシン(DOX)を添加し(最終濃度 10 ng/ml）、24 時間培養した後に細胞を回収

して、Zip13および IL-1β遺伝子の発現を qPCR 法により解析した(n=3）。 
C：マウスへの腹腔内投与 

7-10 週齢の雄マウスの腹腔内に、15mg/kgの DOXを投与して 2 週間飼育し、屠殺後に心臓を摘出して Zip13
および IL-1β遺伝子の発現を qPCR 法で解析した(n=3）。 

n=3における平均値を求め、それぞれコントロールである DOX非刺激条件と比較し、T 検定を適用して有

意差検定を行った(B-C）。エラーバーは平均標準誤差。ｐ*＜0.05 

  

Fig２ Dox処理により心筋細胞は炎症を伴い、Zip13の発現減少をもたらす

Ex vivo

In vivo

PCR

Dox

PCR
Dox

Dox

A B 

C 
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第六章：心筋における ZIP13 機能喪失の影響 
 

初代培養心筋細胞の自律的拍動および心電図検査 

ZIP13 の機能喪失が心筋に与える影響を精査するために、Zip13-KO マウス由来の

PNC を用いて心筋細胞の自律的拍動を解析するとともに、Zip13-KO マウスの心電図

検査を実施した。 
 

実験試薬とマウス 

・液体窒素(四国大陽日産) 

・マイヤーヘマトキシリン溶液(Wako：131-09665) 

・エオシン Y (Wako：058-00062) 

・キシレン(ナカライ：36611-03) 

・マウス 

週齢：7-10週齢 

性別：雄(WT：n=4, Zip13-KO：n=4) 

系統：C57BL/6 

実験機器 

・BZX-810 (キーエンス) 

・クリオスタット(Leica) 

・Wireless radiofrequency telemetry device (Data Sciences International) 

方法 

初代培養心筋細胞の自律的拍動評価 

前述(Page 42)した方法に準じてWT および Zip13-KO マウスから PNC を調整

し、初代培養心筋細胞の拍動を BZX-810 を用いて録画して、拍動に伴うピクセ

ルの変化を画像解析ソフト Image J を用いて評価した。 

心臓組織の形態解析 

WT および Zip13-KO マウスから心臓を摘出し、体重あたりの心臓重量を測定

した。さらに摘出した心臓を、Leica クリオスタットを用いて凍結切片を作製し

た。作製した組織切片に HE染色を適用し、心臓組織の形態を観察した。 
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心電図検査 

WT および Zip13-KO マウスの腹腔内に、Wireless radiofrequency telemetry device

を外科的に設置して 1-2週間ほど飼育した後に、心電図を 24時間モニタリング

した。 

 

結果 

Zip13-KO マウス由来 PNC の拍動は不規則であり、WT マウス由来 PNC に認

められる規則的な拍動を示さなかった(Figure 22A)。Zip13-KO マウスの心臓組

織の形態や重量に異常を認めなかったが(Figure 22B-C）、心電図検査の解析か

ら、Zip13-KO マウスは不整脈様の症状を呈することが示された(Figure 22D）。

以上の結果から、ZIP13は心臓の機能制御に関与することが示唆された。 
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Figure 22：Zip13-KO マウスの拍動解析と心負荷モデルの定期用による影響 
A：Zip13-KO マウス由来初代培養心筋細胞における拍動現象の異常 

3 日齢の野生型(WT)および Zip13-KO マウス(KO)心臓由来の初代培養心筋細胞を 10％ウシ胎児血清(Fetal 
Bovin serum:FBS)培地で培養し、播種後 3−4日目に観察された拍動を動画撮影して。ピクセル解析で得られた

データをキモグラフで表示した。 
B-C：Zip13-KO マウスの心臓における解剖学的所見 

野生型(WT)および KOマウスの心臓の形態と(B. HE 染色）、体重あたりの心臓重量（C）を示す(7-10 週齢、

雄）。WTおよび KOマウスのそれぞれ 4個体の心臓重量を測定し、平均値を求め、T 検定による有意差検定を

行った。 
D：WT および Zip13-KO マウスの心電図検査   

WTおよび KOマウスの心電図を解析結果を示す。7-10 週齢の雄マウスの腹腔内に無線式高周波テレメトリ

ー装置を外科手術位により埋め込み、１-2 週間かけて傷を回復させた後にテレメトリー心電図を 24 時間記録

した。  

Fig5 Dox投与は心筋組織に外見的な所見を認めない

A 

B C 

D 

Fig6 Zip13-KOマウスは定常状態において不整脈の所見を示す

Fig5 Dox投与は心筋組織に外見的な所見を認めない
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第七章：ZIP13 の機能喪失が心筋細胞に与える影響 
 Zip13-KO マウス由来初代培養心筋細胞における網羅的な遺伝子発現解析 

検討内容(RNA-seq による遺伝子の発現解析) 

ZIP13 の機能喪失が心筋細胞に与える影響について明らかにするために、

Zip13-KO マウスの初代培養心筋細胞における遺伝子発現の変化と、その特徴に

ついて RNA-seq を適用して網羅的に解析した。 

実験試薬とマウス 

・セパゾール(ナカライ：09379-55) 

・クロロホルム(Wako：038-02606) 

・イソプロパノール(ナカライ：29112-05) 

・エタノール(Wako：057-00456) 

・UltraPureDistilled water (invitrogen：10977-015) 

・マウス 

週齢：出生後 3日齢以内 

性別：不明(WT：n=4, Zip13-KO：n=4) 

系統：C57BL/6 

実験機器 

・Illumina Hi Seq 1500 

方法 

Page 42 に記した方法に準じて、WT および Zip13-KO マウスから調整した

PNC にセパゾールを 1 mL添加し、ピペッティングにより細胞を完全に溶解

して、1.5 mLチューブに全量を回収した。ボルテックスで 1 分間攪拌し、ク

ロロホルムを 200 μL添加して 1 分間攪拌し、4℃、12000 rpm で 15 分間遠心

して、上層を採取した。上層と同量のイソプロパノールを添加して転倒撹拌

し、室温に 10 分間静置した後に同上の条件で遠心処理して上清を除去した。

70％エタノールで沈殿物を洗浄した後に、クリーンベンチ内で 10 分間風乾

した。得られた RNA沈殿物は、30 μL の Ultrapure water で溶解して濃度を

確認した後に、Illumina Hi Seq 1500 を用いて配列を解析した。得られたリー
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ド配列は HISAT2 を用いて参照配列と一致する箇所を並べ替えるマッピン

グ処理を行い、マッピングされた各遺伝子の発現量は String Tie2 を用いてカ

ウントすることで定量化した。その後、EdgrR を用いて False Discover 

Rate(FDR)<0.05かつ Fold-change>2 のものを抽出し、Volcano Plot を作成する

とともに、ヒートマップ解析および GO 解析を行った。 

 

結果 

ZIP13 の機能喪失によって 392 遺伝子が発現上昇し、214 遺伝子の発現が

低下した(Figure 23A）。これらの遺伝子をヒートマップで分類した結果

(Figure 23B）、および GO 解析によって炎症反応や走化性、細胞接着に関連

した遺伝子の発現が亢進し(Figure 23C）、一方で膜組織や膜輸送に関連する

遺伝子の発現は抑制された(Figure 23D）。以上の結果から、Zip13-KO マウ

ス由来 PNC において、炎症関連刺激に対する応答性が亢進している可能性

が示唆された。 
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Figure 23：RNA-seq による Zip13-KO マウスの網羅的な遺伝子発現解析 
WTおよび Zip13-KOマウス(3日齢. 各 4個体)の心臓から調製した初代培養心筋細胞を用いて RNA-

seqを実施し、遺伝子発現の網羅的解析を行った。A：MA plot 解析結果を示す。  B：ヒートマップ

解析結果を示す。  C-D：GO 解析結果を示す(C：発現上昇した遺伝子群；  D：発現低下した遺伝

子群）。 
GO 解析の結果、Zip13-KOマウス由来心筋細胞は、炎症反応や細胞接着、走化性の発現レベルの上昇

を示し、膜組織やイオン膜輸送の調節、心室中隔の形成に関連する遺伝子の発現減少を示した。これら

の結果から、ZIP13は心筋細胞の正常な機能に必要である可能性が示唆された。 

 

Fig4-1 Zip13-KOマウスの初代培養心筋細胞におけるRNA-seq

GO:0006955 免疫応答
GO:0051607 ウイルスに対する防御反応
GO:0006935 ⾛化性
GO:0006954 炎症応答
GO:0007155 細胞接着
GO:0002376 免疫制御システム
GO:0039583 好中球⾛化性
GO:0070098 ケモカインシグナル伝達経路
GO:0045087 ⾃然免疫応答
GO:0001525 ⾎管新⽣
GO:0071346 IFN-γに対する細胞応答
GO:0060700 RNA活性の正の制御
GO:0045766 ⾎管新⽣の正の制御
GO:0009615 ウイルスへの応答
GO:0048245 好酸球⾛化性
GO:0002687 ⽩⾎球遊⾛の正の制御
GO:0045071 ウイルス遺伝⼦複製の負の制御
GO:0044406 宿主への接着
GO:0002690 ⽩⾎球⾛化性の正の制御
GO:0002548 単球の⾛化性

Fig4-1 Zip13-KOマウスの初代培養心筋細胞におけるRNA-seq

Fig4-1 Zip13-KOマウスの初代培養心筋細胞におけるRNA-seq

GO:0007009 細胞膜組織
GO:0006778 ポルフィリン含有化合物の代謝過程
GO:0007399 神経系の発達
GO:0034765 イオンの細胞膜輸送の調節
GO:0001569 ⾎管形成に関与する分岐
GO:0007275 多細胞⽣物の発⽣
GO:0060412 ⼼室中隔の形成
GO:0001666 低酸素に対する反応
GO:0043627 エストロゲンに対する反応
GO:0018108 ペプチジルトリプシンのリン酸化

A B 

C 

D 
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心筋に関する研究結果の小括 

WT マウス由来 PNC は亜鉛の枯渇により細胞の形態変化と死細胞の増加を呈

した。ドキソルビシンによる心負荷モデルの適用により、炎症性サイトカインで

ある IL-1βの発現亢進を伴う Zip13 の発現低下を確認した(表 6)。以上の結果か

ら、正常な心筋細胞の恒常性の維持において亜鉛が必要であり、また炎症応答に

おいて ZIP13 が関与している可能性が示唆された。 

上記の実験結果をもとに、心筋における ZIP13 の役割を精査するために、Zip13-

KO マウスおよび、Zip13-KO マウス由来 PNC を用いて検討したところ、Zip13-KO

マウスは不整脈の兆候を示すとともに、Zip13-KO マウス由来 PNC は不規則な拍

動を示した。RNA-seq 解析の結果、炎症応答に関連する遺伝子の発現が亢進し、

膜輸送に関連する遺伝子の発現は低下していた(表 7)。 

ZIP13 心筋細胞において膜輸送を介した亜鉛の恒常性維持を担うことで、炎症

応答反応を制御し、正常な心機能と心筋細胞の機能に必要であることが示唆され

た。 
 

表 6. 心筋細胞における亜鉛の必要性と心負荷モデルにおける Zip13 の発現 

結果の概要 

・亜鉛の欠乏や過剰は、初代培養心筋細胞の増殖と生存を障害した。 
・ドキソルビシンによる心毒性負荷によって、初代培養心筋細胞および心臓におけ

る Zip13 の発現が減少した。 
 

⼩
括

Figure 22

異常 亢進
炎症反応・走化性・細胞接着

不整脈の傾向（in vivo）
不規則な拍動（ex vivo）

Figere 23

低下
膜組織・膜輸送

亢進
IL-1β(炎症反応) 細胞の形態異常

死細胞の増加 低下
Zip13

心臓と心筋細胞 遺伝子の発現

亜鉛枯渇の影響
心負荷による
遺伝子の発現

Figure 21
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表 7. Zip13-KOマウスの心臓と Zip13-KOマウス由来 PNCにおける異常 

結果の概要 

・Zip13-KO マウス由来初代心筋細胞は、対照細胞が呈する規則的な拍動を喪失した。 
・Zip13-KO マウスは、不整脈様の症状を呈した。 
・Zip13-KO マウス由来初代心筋細胞は、炎症応答の亢進を示した。 
上記の結果より、ZIP13 は心筋の正常な機能の維持に必要である可能性が示唆さ

れた。   

⼩
括

Figure 22

異常 亢進
炎症反応・走化性・細胞接着

不整脈の傾向（in vivo）
不規則な拍動（ex vivo）

Figere 23

低下
膜構造や膜輸送に関連する分子

亢進
IL-1β(炎症反応) 細胞の形態異常

死細胞の増加 低下
Zip13

心臓と心筋細胞 遺伝子の発現

亜鉛枯渇の影響
心負荷による
遺伝子の発現

Figure 21
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【結論と考察】 

本研究において、ZIP13 が骨格筋の機能と形成に関与することを、Zip13-KO マウ

ス、マウス筋芽細胞 C2C12、EDSSPD3 患者由来 iPS 細胞を適用した実験から示した。

さらに、ZIP13 が心機能と心筋細胞の恒常性維持に必要であることを、Zip13-KO マウ

スと初代培養心筋細胞を用いた検討から示した。 

 

Zip13-KO マウスの骨格筋は縮小化を示し、筋力低下を呈した(Figure 10)(表 2•1)。

さらに、Zip13-KO マウスの骨格筋において、骨格筋初期分化遺伝子の Pax3 および

Pax7 の発現が亢進し、骨格筋中期分化遺伝子の MyoD の発現が低下した(Figure 12）

(表 2•1）。すなわち、ZIP13 の失調は骨格筋の初期分化段階以降への進行を阻止する

こと、言い換えれば、ZIP13は骨格筋の初期分化段階以降への進行に必要であること

を示している。 

骨格筋分化の初期段階における ZIP13 の関与は、マウス筋芽細胞 C2C12 を用いた

実験結果からも示唆される。すなわち、筋分化誘導された C2C12 では ZIP13 の発現

が亢進すること、ZIP13 の発現は MyoD をはじめとする MRFs の発現上昇に伴うこと

(Figure 14)(表 2•2）、ZIP13 を失調させた Zip13-KD 細胞は、筋管細胞への分化誘導

が抑制されることから、ZIP13は筋芽細胞から筋菅細胞への分化誘導に重要であるこ

とが示唆される。興味深いことに、Zip13-KD 細胞ではMRFs の発現も減少する(Figure 

15)(表 2•2）。これらの結果は、MRFsは ZIP13 の発現上昇に関与する一方で、ZIP13

もMRFs の発現維持に必要であること、すなわち、ZIP13 と MRFs が相互に影響して

発現を誘導することにより、正常な骨格筋の形成に寄与していることを示している。 

上記の事象は、病原性変異型 ZIP13 を保持する EDSSPD3 患者から作成した iPS 細

胞を用いた実験でも立証した。すなわち、EDSSPD3 患者由来 iPS 細胞から筋分化誘

導した細胞では、対照細胞と比較して MRFs の発現は顕著に低下していた(Figure 

17)(表 2•3）。一方、この MRFs の発現低下は、病原性変異型 ZIP13 遺伝子を正常な

ZIP13 遺伝子の配列へ修復(Figure 18)することによって上昇した(Figure 19)(表 2•

3）。 
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以上の Zip13-KO マウス、マウス筋芽細胞 C2C12、EDSSPD3 患者由来 iPS 細胞を用

いた実験結果から、ZIP13 の発現は MRFs の制御下にあり、ZIP13も MRFs の発現制

御に参加し、ZIP13 と MRFs が相互に影響して正常な骨格筋の形成に関与する構図が

明らかとなった。すなわち、ZIP13は新たな筋分化調節因子である可能性を示してい

る(Figure 24 上)。また、Zip13-KO マウスの骨格筋には Pax3 および Pax7 が高発現

する筋衛星細胞(筋幹細胞)が含まれていることから、骨格筋分化の初期から後期まで

の様々な細胞の遺伝子発現を反映しており、C2C12 細胞は筋衛星細胞が分化した筋芽

細胞由来であることから、Pax3 および Pax7 発現以降の分化について反映したもので

あると考えられる。さらに iPS 細胞を用いた検討は、MyoD を強制発現させることで

骨格筋分化を誘導したことから、骨格筋分化の中期以降を反映したものと考えられる。

すなわち、本件研究結果は異なる骨格筋分化段階における評価を行ったことになる。

しかしながら、いずれの検討結果もMRFs の発現異常を示した。この結果は、骨格筋

のさまざまな分化段階において、ZIP13 が異なる作用点を持つ可能性を示唆している。

一方、ZIP13 を介する亜鉛シグナルが、どの様に MyoD等の MRFs の発現制御に関わ

っているのか、また、MyoD がどの様に ZIP13 の発現誘導に関与するのか、これらの

詳細な分子メカニズムは現時点で不明である。各 MRFs の遺伝子発現を抑制すること

や、Zip13 遺伝子のプロモータ領域の解析によって、MRFs と ZIP13 の相互の遺伝子

発現調節機構が解明されると考える。これらの解析には、本研究で利用および開発し

た C2C12 細胞関連細胞が有用と考える。すなわち、C2C12 細胞において各種 MRFs を

発現抑制し、骨格筋分化誘導時における Zip13 の発現を解析することで、骨格筋分化

における ZIP13 がどの MRFs の影響下にあるのかを解明することができる。さらに、

本研究で作製した Zip13-KD 細胞を用いて各種 MRFs を発現抑制し、MRFs・Zip13ダ

ブルノックダウン細胞を作製することで、様々な骨格筋分化段階における ZIP13 機能

低下の影響を精査できるものと考えている。上さらに、本研究で作成した各種マウス

の骨格筋や初代培養細胞を用いて、RNA-seq による網羅的な遺伝子解析を行うことに

より、骨格筋分化における ZIP13 を介した亜鉛恒常性や亜鉛シグナルの意義解明に関

する新たな知見が得られるものと思われる。 
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EDSSPD3 患者に脳梗塞の既往歴があること(Page 15)、不整脈等の心機能低下は二

次性の脳血管疾患と関連することから、ZIP13 の機能喪失が心機能の恒常性を破綻さ

せた可能性を考え、ZIP13 の心臓機能への関与について検討した。具体的には、Zip13-

KO マウスおよび初代培養心筋細胞を用いて、心毒性負荷への影響、心電図検査およ

び、遺伝子発現等を解析した。その結果、亜鉛の枯渇が心筋細胞の生存に必要であり、

ドキソルビシンによる心毒性負荷によって、ZIP13 の発現が顕著に減少することから

心毒性の負荷に対する耐性に関与する可能性が示唆された(Figure 21)(表 3•1）。

Zip13-KO マウスを用いた心電図検査の結果から、Zip13-KO マウスは不整脈の兆候を

呈することが判明した(Figure 22D)(表 3•2）。さらに、Zip13-KO マウス由来初代培

養心筋細胞は、対照細胞には見られない異常な拍動を示し(Figure 22A)(表 3•2）、網

羅的遺伝子発現の解析から、炎症関連遺伝子の亢進と、膜輸送に関わる分子の発現減

少を認めた(Figure 23)(表 3•2）。 

以上の結果から、ZIP13は正常な心機能に必要であり、心毒性負荷への抵抗性獲得

に寄与している可能性が示された(Figure 24下)。一方、ZIP13 を介する亜鉛シグナル

が、どの様に心筋細胞の拍動調節に関与するのか、心筋の形成に関与するのか、また、

ZIP13 が、どの様に炎症関連遺伝子の発現制御に関与するのか、については、現時点

で不明である。加えて、これらの実験で見出された ZIP13 の失調に起因する心機能の

異常が、EDSSPD3 患者の脳梗塞と関連するのかは現時点で不明であり、Zip13-KO マ

ウスや心臓組織特異的 Zip13-KO マウス等を用いた今後の更なる検討が必要であると

考える。 
 

Figure 24：ZIP13 は、筋分化調節因子の発現制御を介して骨格筋の正常な形成と機能に関与する。さらに、ZIP13

Pax3, Pax7 Myogenin, MyhMyoD, myf5MRFs

筋幹細胞 筋芽細胞 筋管細胞 骨格筋組織

ZIP13T

炎症応答心筋
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は新機能に関与し、心毒性負荷時における炎症反応の抑制に関与する。 

 

ZIP13は、骨格筋関連細胞自身の機能に必要なのか、それともに間接的に骨格筋の

形成や機能に関わる組織を形成する細胞(例えば、腱細胞や間葉系前駆細胞等)に必要

とされるのか、については現時点で明らかにされていない。この課題を解明するため

には、Zip13-KO マウスに運動負荷モデル実験を適用することで、ZIP13 の機能喪失が

運動による影響を精査するとともに、Zip13 遺伝子座に loxp配列を挿入した Zip13flox

マウスを使用した骨格筋特異的 Zip13 欠損マウスの解析が不可欠である。Zip13flox マ

ウスと MyoD転写活性化領域の下流に Cre recombinase を連結させた MyoD-Cre マウス

を交配することで、骨格筋特異的 Zip13 欠損マウスを作成することが可能である。ま

た、間葉系前駆細胞における ZIP13 の関与に関しては、血小板由来増殖(成長)因子

(platelet-derived growth factor:PDGF)受容体 α の転写活性化領域の下流に Cre 

recombinase を連結させた Pα-Cre マウスと Zip13flox マウスを交配することで、間葉系

前駆細胞特異的 Zip13 欠損マウスを作成することが可能であり、現在、骨格筋特異的

Zip13 欠損マウスと合わせて、両マウスの解析を行なっている。これらのマウスの筋

力等の表現型を解析することにより、ZIP13 を必要とする細胞が筋実質細胞であるの

か、または筋間質細胞であるのかが明らかになると思われる。さらに、骨格筋の初期

分化段階における ZIP13 の役割を明確にするために、骨格筋の幹細胞である筋衛星細

胞で高発現している Pax7 転写活性化領域の下流に Cre recombinase を連結させた 

Pax7-Cre マウスを交配することで、筋衛星細胞特異的 Zip13 欠損マウスを作成するこ

とも視野に入れて検討を進めている。これらの研究結果を検証する上で、我々が開発

した EDSSPD3 患者由来 iPS 細胞は有用であると考える。 

一方、我々は ZIP13 発現細胞を可視化するために、Zip13 のエクソン 2領域に EGFP

遺伝子を挿入した Zip13GFP-CreERT2 マウスを作製した(未発表）。現時点で、筋衛星

細胞が ZIP13 を発現することを見出しているが、筋衛星細胞における ZIP13 の意義は

不明である。その意義の解明のためには、Zip13-KO マウスの筋衛星細胞の性状解析

と、Zip13GFP-CreERT2 マウスから ZIP13 陽性筋衛星細胞を単離して、その特徴を解

明することが必要である。Zip13GFP-CreERT2 マウスは、Rosa26-td Tomato マウスと交

配することによって、ZIP13陽性細胞の子孫細胞の解析が可能になる。本研究で開発
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したこれらのマウス系統は、骨格筋の形成と機能のみならず、ZIP13 が発現する細胞

の役割解明に極めて有用なツールになると考える。 

ZIP13は、Slc39a/ZIPファミリーに属する亜鉛トランスポーターである。では、ZIP13

を介する亜鉛シグナルが、どのように骨格筋の形成や機能の制御に関与するのか。

ZIP13 が BMP/TGF-bのシグナル伝達に関与すること(48)、CaMKII の活性化に必要で

あることが示されているが(87)、その分子メカニズムはまだ十分に解明されていない。  

上述したように、Zip13-KO マウス由来初代培養心筋細胞は、膜輸送に関わる分子

の発現減少を示すこと(Figure 23）、ZIP13はゴルジ体に局在することから、ZIP13 と

ゴルジ体との機能的な関連性が示唆される。ゴルジ体は、タンパク質翻訳後修飾と細

胞内輸送を決定する重要な細胞小器官であるが、ZIP13 のゴルジ体における意義は明

らかにされていない。近年、さまざまな負荷によるゴルジ体機能の低下に伴って、ゴ

ルジ体を構築する遺伝子発現が上昇または減少することが報告されており、この現象

はゴルジ体ストレス応答と呼ばれている。現在、ZIP13 の失調に伴うゴルジ体ストレ

ス応答に関して、ゴルジ体の主な機能である糖鎖修飾の変化について解析を進めてお

り、ZIP13 の機能低下が糖鎖修飾に関与する可能性を見出している(未発表）。これら

の結果は、ZIP13 とゴルジ体の関連性を明らかにするだけでなく、個々の細胞におけ

る ZIP13 を解する亜鉛シグナルの機序を提示するものと思われる。 

 

最後に、本研究で開発した iPS 細胞について言及する。ZIP13 の失調に起因する

EDSSPD3 は多くの結合組織に障害をもたらす希少疾患である。症例数は限られてお

り、ZIP13 の機能回復による治療法はまだ確立されていない。筆者らは、EDSSPD3 患

者由来の皮膚線維芽細胞から iPS 細胞を世界で初めて樹立し、骨格筋分化過程におけ

る ZIP13 の役割解明に適用した。前述のように、EDSSPD3は骨軟骨組織、皮膚真皮、

脂肪組織、歯組織、眼球角膜の形成と機能に障害をもたらすため、EDSSPD3 由来 iPS

細胞は、これら結合組織を形成する細胞の分化や機能を解析する上で、極めて有用で

あると思われる。さらに、結合組織を形成する細胞の分化誘導系を評価系に適用する

ことで、ZIP13 の機能破綻を相補する化合物の同定が可能になると思われる。そのよ

うな化合物は、ZIP13 が制御する経路の活性化に関与すると考えられ、ZIP13 を介す
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る亜鉛シグナル経路の解明と、ZIP13 を標的とする治療薬開発に貢献する可能性を有

するものである。 

再生医療の観点から、本研究で開発した遺伝子修復型 EDSSPD3 由来 iPS 細胞の確

立は、今後の創薬および臨床関連の研究において有用であると考える。具体的には、

本細胞は、in vitro における組織再生実験で、正常な器官形成を確認した上で、ヒト化

マウスを用いた移植実験による機能的な各種間葉系組織の再生実験を可能にするも

のである。実際に、EDSSPD3 由来 iPS 細胞は、本論文の目標である骨格筋における

ZIP13 の役割解明において重要な知見を提供した(Figure XXX）。EDSSPD3 由来 iPS 細

胞と、その変異修復 iPS 細胞の使用によって、結合組織の形成と機能における ZIP13

のさらなる理解と、その失調による EDSSPD3 の病態形成の解明、および、新規治療

法の開発が進むことを期待する。 
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