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現在にいたる

母乳栄養児の亜鉛欠乏に対して予防効果を示す食品因子の探

索とその効果の検証

[要約]

亜鉛は必須微量栄養素として我々の健康に重要な役割を果たしているが、日々著しく成長する

乳児の健全な発育のためには特に多量の亜鉛が必要となる。そのため、母乳中に含まれる亜鉛は、

乳児の健全な発育に必須であり、母乳中の亜鉛が不足すると、乳児は重篤な皮膚炎の他、下痢や

脱毛を発症し、成長が著しく阻害される。近年、乳児の亜鉛不足は、その後の成長に悪影響を与

える可能性が示されており、乳児亜鉛欠乏の予防に対しては、早急に対策を立てることが望まれ

ている。母乳中への亜鉛輸送には、亜鉛トランスポーターZnT2が重要な役割を果たすため、本
研究では、ZnT2 の発現を増加し母乳中亜鉛含量を増加させる食品因子の探索を試みた。また、
低亜鉛母乳の原因となりうる ZnT2遺伝子のSNPsの同定、さらに同定したSNPsに対して効果
を有する食品因子の探索系の構築を試みた。

[目的]

亜鉛は、様々なタンパク質の構造因子、酵素の補因子、細胞内外のシグナル調節因子として機

能する必須微量栄養素である。最近のプロテオーム解析からヒトゲノムにコードされたタンパク

質の10%が亜鉛欠乏モチーフを有することが試算されており、この事実は、亜鉛が極めて多様な

生理機能を発揮することを端的に表している(1)。したがって、亜鉛は生命活動に重要なファクタ

ーとなることは疑いのない事実となるが、特に、日々著しく成長する乳児の健全な発育のために

は特に多量の亜鉛が必要となる(2)。母乳中の亜鉛含量は、乳児の発育にあわせて変化することが

知られており、初乳には母親の血清に比べ 5〜8 倍量という極めて多量の亜鉛が存在する。母乳

中の亜鉛量は徐々に低下し、成乳では母親の血清と同レベルにまで低下する。この授乳初期の多



量の亜鉛は、乳児の発育に必要となる亜鉛を十分に供給するための生体応答と考えられ、この母

乳中亜鉛量の変動と乳児の発育のバランスが崩れた場合、乳児は必然的に亜鉛欠乏の危険に曝さ

れることとなる。我々は、近年、低亜鉛母乳が原因で重篤な皮膚炎（一過性乳児亜鉛欠乏症, 

Transient neonatal zinc deficiency: TNZD）を発症する乳児を相次いで見出しており、TNZDの発症

がZnT2遺伝子の変異によって引き起こされることを明らかにしてきた。これまでに、5種類の遺

伝子変異を見出しているが(3-5)、複合へテロ接合体変異の一例を除き、残りの全てが ZnT2 遺伝

子のヘテロ接合体変異で発症していた。生化学的な解析の結果、これらヘテロ接合体変異による

母乳中の亜鉛量の減少は、ドミナントネガティブ効果ではなく、ハプロ不全の様式（片方のアリ

ルは正常であるため活性は有するが、その活性だけでは不十分）で、起こっている可能性が極め

て高いことを示した(6)。本結果は、母乳中の亜鉛が低値になる危険性は、母親の僅かな亜鉛摂取

不足や健康状態の悪化などにより影響を受けることを示唆していると考える。本研究では、食品

成分から ZnT2 の発現を増加させる因子（＝母乳中亜鉛含量を増やす因子）を同定することを目

的とし、ZnT2 発現増強因子探索スクリーニング系を用いて食品抽出物を評価すると同時に、低
亜鉛母乳の原因となる一塩基多型（Single Nucleotide Polymorphism; SNPs）の探索、及び、同
定したSNP変異に対する食品因子の効果を評価する系を確立して研究を実施した。

[方法]

・食材・食品抽出物からのZnT2発現促進因子の探索

ZnT2プロモーター（推定される転写開始点上流1.0kbを含む）の下流に分泌型ルシフェラーゼ

遺伝子（Cypridina Luciferase, Thermo SCIENTIFIC）を接続したプラスミドを導入したHC11細胞の

培養液に、様々な食材・食品より抽出した抽出画分を終濃度0.1％となるように添加し、24時間培

養した。培養液中に分泌されたルシフェラーゼ活性を測定（Pierce Cypridina Glow Assay Ki t (Thermo 

SCIENTIFIC)を使用）した。また、同様に処理した細胞から調整した全細胞抽出液をウェスタン

ブロットに供してZnT2の発現量を定量した。

・アミノ酸を置換させるSNPsがZnT2 の機能に与える影響に関する解析

SNPsデータベースからアミノ酸を置換させる SNPsをランダムに選択し、two-step PCR法を用

いて、それら SNPsに相当するように変化させた ZnT2 を発現するプラスミドを構築した。作成

したプラスミドを亜鉛トランスポーターZnT1 と ZnT4、及びメタロチオネインを欠失させた株

（ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-
）に導入した後、蛍光亜鉛指示薬 Zinpyr-1を用いて亜鉛染色し、Flow cytometry

を用いて亜鉛輸送活性に対する影響を評価した(4)。

[結果]

食材・食品抽出物からのZnT2発現促進因子の探索

ZnT2プロモーターの下流に分泌型ルシフェラーゼ遺伝子を接続したプラスミドを構築し、マウ



ス乳腺上皮細胞HC11細胞に導入した。本細胞の培養液に様々な食品抽出物を添加し、ZnT2の発

現を増加させるかどうか評価した（図１）。100種類ほどのサンプルについて数回ずつ解析を実施

したが、これまでのところ、ルシフェラーゼ活性の値を劇的に増加させる抽出物を見出すことに

成功していない。本解析については引き続き実施する予定である。また、食品抽出物が ZnT2遺

伝子の転写を増加させるだけでなく、ZnT2タンパク質の発現に及ぼす影響も考えられるため、

ZnT2特異的なモノクローナル抗体を用いてZnT2タンパク質の発現に及ぼす効果について解析し

た（図２）。こちらについては、いくつかの抽出物でZnT2 タンパク質の発現を増加させているよ

うな結果が得られているため、さらに解析を進めて抽出物よりZnT2の発現に関わる活性因子を精

製し、その同定に結びつけたいと考えている。

図１. ルシフェラーゼ活性を指標にしたZnT2遺伝子転写活性を増強させる食品因子のスクリーニング

ZnT2レポーターコンストラクトを導入したHC11細胞の培養液に食品抽出物を添加し、培養液中に分泌されたルシ

フェラーゼの値を示した結果の一例

図２. ZnT2タンパク質発現を増加させる食品因子のスクリーニング

HC11細胞の培養液に食品抽出物を添加した後、全細胞抽出液をウェスタンブロットに供して解析した結果の一例

ZnT2遺伝子SNPsにより生じるアミノ酸置換に対しても効果を発揮する食品因子同定の試み

ZnT2遺伝子には、多数のSNPsが見出されることが知られる(7)。SNPsがタンパク質の機能に



様々な影響を与えることが示されているため、これらZnT2遺伝子に見出されるSNPsがZnT2の
亜鉛輸送活性に大きく影響を与える可能性が考えられる。そこで、各SNPsにより生じたアミノ
酸置換がZnT2の亜鉛輸送活性に及ぼす影響について解析し、食品因子探索系に応用することを
試みた。SNPsデータベースからアミノ酸を置換させるSNPsをランダムに選択し、その亜鉛輸送

活性を評価した結果、複数のSNPsにおいて亜鉛輸送活性の低下が認められた（図3）。これらSNP
変異体の亜鉛輸送活性低下は、ZnT2タンパク質の安定性の低下に起因する可能性が高く、ZnT2
タンパク質を安定化させる食品因子は、母乳中亜鉛量を回復させることが可能であると考えられ

る。そこで、同定したSNP変異体のタンパク質安定性を回復させ、亜鉛輸送活性を評価できる解
析系を構築した。本系は、ZnT2の亜鉛輸送活性を測定可能な細胞株（ZnT1-/-MT-/-ZnT4-/-）に各変

異体を安定発現させ、ZnT2タンパク質の発現量変化をウェスタンブロットで、亜鉛輸送活性を蛍

光亜鉛指示薬Zinpyr-1を用いたFlow cytometryにて評価する系となっている。現在、本系を用いて

各食品抽出物の効果について評価している。

図３. ZnT2タンパク質の予想されるトポロジーの図と、これまでに見出されているTNZDの発症に関わることが知

られているアミノ酸変異（黄色）の位置と本解析でTNZD発症に関与することが予想されたSNP変異（緑色）の位置。

H54R、G87RR、F221LfsX4以外の変異は、日本人のTNZDを発症した乳児の母親から同定された変異。緑色で示した4

つのSNPがZnT2のタンパク質の安定性を低下させ、亜鉛輸送活性を低下させる。

[考察]

乳幼児の先天性亜鉛欠乏症には２つのタイプがあり、消化管からの亜鉛吸収不全が原因となる

腸性肢端皮膚炎（Acrodermatitis enteropathica）と、本研究で焦点を当てている一過性乳児亜鉛欠

乏症（TNZD）に分類される。TNZD に関しては、症例数や分子機序解析例の不足から、その発

生率や発症リスクに関する詳細は不明であったが、最近の研究から、潜在的なTNZD患者数はこ

れまでの予想よりも多い可能性があることを示唆され、母乳栄養児の皮膚炎では、亜鉛欠乏に対



して注意を払う必要があると考えられる。特に、我が国では、約５割の乳児が完全母乳で成育し、

また高齢出産の増加により体内亜鉛プールの形成が十分でなく亜鉛欠乏に陥りやすい早産児の

出生数が増加しているという現状がある。最近、乳幼児の亜鉛欠乏と自閉症スペクトラム障害発

症に相関性が認められる可能性があるという報告や(8)、亜鉛欠乏母乳で哺育されたラットにおい

ては成体になってから亜鉛代謝が見かけ上正常に回復した場合においても、通常母乳で哺育され

た場合に比べ血漿中糖濃度は高くなることも観察されたている(9)。このように、乳児期の亜鉛状

態が、将来の健康にまで影響を及ぼすことが示唆されている。食品成分により亜鉛トランスポー

ターの発現を変化させる例として、我々は消化管からの亜鉛吸収に機能する亜鉛トランスポータ

ーZIP4 の発現を増強させ、亜鉛取り込み活性を増大させる因子を同定することに成功しており

(10)、ZnT2に対しても同様の活性を有する食品因子が見いだせると考えている。

授乳期の亜鉛摂取に万全の対策を施すためには、母親の摂取する食を通して母乳中亜鉛量を充

実させることにより乳児を亜鉛欠乏の危険性から回避させ、健やかな健康に結びつける意義は大

きい。今後も引く続き解析を続けていくことが重要であり、得られた成果を実生活に還元してい

きたいと考えている。
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