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研究成果の概要（和文）：細胞での鉄輸送はDMT1に担われる。本研究では赤芽球モデルであるK562細胞株を用い
DAPの発現変化を検討した。DAPにはPPIXと共通する受容体がアミノ酸配列から想定され、DAPとPPIXは相互作用
を持つと考えて実験を行った。PPIX投与後のDAP, DMT1, TfR1, FTHの蛋白量とmRNA量の発現変化を調べた。PPIX
はDAP, DMT1の蛋白量を減少させ、DMT1mRNAの低下はDMT1の転写因子であるC/EBPaの発現低下が原因と考えた。
PPIXはFTH, DAP, DMT1の減少を誘導し、ライソソーム阻害剤とプロテアソーム阻害剤の併用はFTHの蛋白分解作
用を最も阻害した。

研究成果の概要（英文）：Transport of iron is carried by divalent metal transporter 1(DMT1) in 
mammalian cell.  In this grant, K562 was employed as an erythroid precursor model to study DMT1 
Associated Protein(DAP).  An analysis of DAP amino acid sequence revealed the binding domain to PBR.
  Protoporpyrin IX(PPIX) is presumed to bind with PBR, suggesting the interaction between DAP and 
PPIX via PBR.  The expression levels of DAP, DMT1, transferrin receptor 1(TfR1), ferritin heavy 
chain(FTH) were examined after exposure of PPIX.  PPIX decreased the protein level of DAP and DMT1 
at 1 h. mRNA level of DAP was induced at 8 h and protein level was recovered at 24 h, while, mRNA of
 DMT1 was not increased until 24 h after PPIX exposure.  C/EBPa, which transcribe DMT1 mRNA, were 
decreased by PPIX treatment.  PPIX-induced degradation of DAP, FTH, DMT1 was presumed to be carried 
in lysosome and proteasome.  The combination of lysosomal and proteasomal inhibitor were most 
effective way to prevent the degradation of FTH. 

研究分野： 実験病理学

キーワード： 鉄代謝　DMT1　DMT1 Associated Protein
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 鉄は多くの酵素反応を触媒する生体内で
最も豊富に含まれる遷移金属であり、ヒトで
は 4-5 g の鉄が保持されているが、体外への
排泄は 1-2 mg/日に留まることが知られ、鉄
代謝は‘半閉鎖回路’とも形容されている（図
1）。ヒトでの鉄欠乏は鉄欠乏性貧血や成長障
害を来し、マウス、ラットでも同様の症状を
呈することが知られている。 
 生体内での非ヘム鉄は十二指腸で行われ、
divalent metal transporter 1 (DMT1) によ
り吸収が行われる。DMT1 は十二回膜貫通型
運搬体であり、 5’側 3’側に二個ずつの
transcriptional variant が存在し、四種類存
在する。3’側には、iron responsive element 
(IRE) を mRNA に含む IRE form と、IRE
を含まないnon-IRE formに大別される。IRE 
form は細胞内鉄濃度を感知してタンパク質
へ の 翻 訳 制 御 を 行 う IRE/IRP (iron 
regulatory protein) system により調節され
る。十二指腸では IRE form の DMT1 が多
く発現していることが示されている。 

非ヘム鉄は十二指腸の刷子縁に局在する
Duodenal cytochrome b reductase (Dcytb) 
により三価鉄から二価鉄に還元され、DMT1
分子がエンドサイトーシスにより細胞質に
取込まれることで吸収される。細胞質に取り
込まれた DMT1 を含む小胞は細胞質を移動
し、labile iron pool (LIP) と呼ばれる細胞内
不安定鉄プールに鉄を供給する。腺上皮から
体内に鉄を供給するため、ferroportin (FPN)
から二価鉄が基底側方膜側に放出され、
hephastin (Heph) により二価鉄が三価鉄に
酸化され、トランスフェリンと結合して体内
に供給される。不安定鉄プールから溢れた過
剰鉄はフェリチン内に貯蔵される（図 2）。
DMT1 が同定された 1997 年から、鉄代謝に
関わる重要分子は
次々と明らかにな
って来ているが、
DMT1 を含む小胞
がどのように細胞
質内を移動して、
LIP に鉄を供給す
るのかという分子
機構の詳細は明ら
かになっていない。 

２．研究の目的 
研究代表者は、DMT1(IRE) の C 末端と相

互 作 用 を 示 す 分 子 を Yeast-two-hybrid 
system を用いて同定し、DMT1 Associated 
protein (DAP)として細胞内機能の解析を行
った。DAP は鉄代謝と関連するだけではなく、
細胞増殖と正の相関を示す分子であること
を明らかにし (Okazaki Y, et al: Am J 
Physiol Gastrointest Liver Physiol, 
302(10):G1180-1190, 2012) 、本研究では
DAP の細胞内発現調節機構の解析と鉄代謝
について解析を行った。 
３．研究の方法 
(1)赤白血病細胞株(K562)を用いた研究 
 赤芽球系細胞のモデル細胞株として汎用
されている K562 を用いて研究を行った。
DAP は 526 アミノ酸からなり 101-166 アミ
ノ酸配列には Acyl-CoA binding domain 
(ACBD)/peripheral benzodiazepine 
receptor (PBR)モチーフがある。PBR はミト
コンドリアに発現し coproporphyrinogen を
ミトコンドリア内に輸送することで、ヘム合
成に関与するだけではなく、protoporphyrin 
IX (PPIX)がリガンドの一つであることが想
定されている。そのため、DAP と PPIX は
PBR を介して相互作用を有することが推測
される。また、PPIX はミトコンドリア内で
ferrocheletase によりポルフィリン環に二価
鉄が組み込まれてヘムとなる鉄キレート基
質である。そのため、PPIX の作用が細胞内
で強い状態では鉄欠乏状態で、ヘムの作用が
強い状態では鉄過剰状態に細胞内鉄濃度バ
ランスを傾けることが推測され、細胞内ヘム
合成系を用いて鉄欠乏状態から鉄過剰状態
における鉄代謝関連蛋白の変動を検索でき
る。本研究では K562
に PPIX や ヘ ミ ン
(PPIX に鉄が入った化
合 物 ) 、 Ferric 
ammonium citrate, 
(FAC)を添加後に、細胞
内の PPIX とヘム濃度、
細胞内鉄代謝関連蛋白
について mRNA 量は
qRT-PCR 法で、蛋白量
は western blot で検討
を行った。 
(2)大腸癌細胞株(Caco2)を用いた研究 
 Caco2 は culture insert 上で培養しても単
層を維持し、apical 側に吸収微絨毛を形成す
る 。 細 胞 間 tight junction を trans 
epithelial electrical resistance(TEER)とし
て電気的に測定することで、吸収上皮への分
化を確認できる。Apical chamber に鉄―アス
コルビン酸を投与することで鉄吸収を再現
し、 Basal chamber に、蛍光色素標識
holo-tranferrin(Tf) や
calcein を投与して側方
基底膜由来小胞の可視
化が可能である。 



４．研究成果 
(1)赤白血病細胞株(K562)を用いた研究 
 ①. PPIX(5µM)投与後に細胞内 PPIX 濃度
は 10pmol/well から 2,000pmol/well と二百
倍に増加し、細胞内ヘム濃度は 7nmol/well
から 50nmol/well と七倍に増加した。 

K562 細胞を維持培地から無血清培地に交
換して一晩培養後に、PPIX とヘミン、FAC
を添加した 24 時間後に K562 細胞を回収し、
細胞内の PPIX やヘム濃度の測定を行った。
FAC投与は細胞内PPIXやヘム濃度の増加は
乏しかったが、ヘミン(50µM)投与は非処置群
や FAC よりもヘム濃度は 2-3 割増加してい
た。PPIX(5µM)処置は非処置群よりも、PPIX
濃度は二百倍に増加したがヘム濃度は七倍
高く、PPIX とヘミンの細胞内への取込は大
きく異なっていた。PPIX の取り込みパター
ンを解析するため、 PPIX(5µM) の投与
1,2,4,8,12,24 時間後に K562 を回収し、PPIX
とヘム濃度の解析を行った。PPIX 投与 1 時
間後に 10pmol/well から 400pmol/well に上
昇し、12 時間後までに大きな濃度増加は見ら
れず、24 時間後に 2,000pmol/well まで二百
倍の増加が見られた。細胞内ヘム濃度も同様
の三層性の濃度増加を示したが、細胞内濃度
が元々高いため、増加割合は七倍に留まる。
この三層性の増加は、無血清培地に FAC 
50µM, Deferoxamine mesylate (DFO) 
50µM を加えても同様の増加傾向であり、鉄
濃度よりは鉄キレート性基質である PPIX の
作用の方が強かった。 
② . PPIX(5µM)は DAP, DMT1, ferritin 

heavy chain (FTH)蛋白の分解と再発現を誘
発 し 、 transferrin receptor 1(TfR1), 
homoglobin F (HbF)の蛋白産生を誘導する。 

PPIX(5µM)投与1時間後に、DAPとDMT1
の蛋白量は減少したが、12, 24 時間後には発
現量の回復が見られた。 

TfR1 の蛋白量は PPIX(5µM)投与によって
減少は明らかではなく、24 時間後に蛋白量の
増加が見られた。 

FTH の蛋白量は PPIX(5µM)投与 8 時間後
に最も減少したが、24 時間後に蛋白量の回復
が見られた。 

HbFはPPIX投与に伴って発現が誘導され
ることは既に報告されている分子であり、
western blot における増加蛋白の陽性対照
として用い、PPIX(5µM)投与 2 時間後に減少
傾向が見られたが、投与 24 時間後に増加し
ていた。 

Tf は無血清培地にも添加しているが、
PPIX(5µM)投与後に一定の増加や減少傾向
は明らかではなかった。 
無血清培地に FAC 50 µM, DFO 50 µM を

加えた条件で PPIX(5µM)を加えると、FAC
を加えた条件ではDAPやFTHの減少が緩和
されていた。DFO を加えた条件では TfR1 の
誘導が強く見られた。培地中に加えた十分な
鉄量は PPIX により誘導される蛋白分解作用
を減弱する可能性が考えられ、基礎培地に

DMEM ではなく鉄量が少ない RPMI1640 を
用いているため、鉄欠乏の影響が出やすかっ
た可能性が考えられる。また、本研究は
10%FBS を添加した維持培地でも実験を行
ったが、血清のロットにより PPIX により誘
導される DAP や DMT1 の分解作用の再現性
が良くなかったため、無血清培地で PPIX の
影響を検討した。FAC 50 µM と比べて
10%FBS に含まれる鉄量は非常に少量であ
り、成長因子やサイトカインが PPIX の代謝
に影響を与えると考えられる。 
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以下は研究代表者が行った実験結果である。 
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DAPはmRNAに IRE配列を持たないため、
細胞内鉄濃度を感知する IRE/IRP 調節機構
の影響は少ないと考えられる。DMT1(IRE), 
TfR1は 3’側mRNAに IRE配列を持つため、
鉄欠乏を感知して、IRE/IRP 配列により蛋白
への翻訳効率が上がることが期待できる。一
方、FTH は 5’側に IRE 配列があり、鉄欠乏
では IRE/IRP 配列により翻訳効率が低下す
る。そのため、TfR1,DMT1(IRE)と FTH の
蛋白量が並走することは従来の IRE/IRP シ
ステムとは異なる発現制御機構が作用して
いることが推察される。 
③. PPIX(5µM)は DAP, FTH のｍRNA の

増加を誘発するが、TFR1, DMT1 の mRNA
発現レベルの減少を誘導する。 
 DAPのmRNAレベルはPPIX(5µM)投与 4
時間後から 24 時間後まで増加する。一方、
DMT1(IRE), (non-IRE)ともに PPIX(5µM)投
与 4 時間後から有意に減少した。 

TfR1 は PPIX(5µM)投与 12 時間後に有意
に増加したが、PPIX(5µM)投与 24 時間後に
有意に減少した。 

FTH は PPIX(5µM)投与 12 時間後から 24
時間後まで、有意に増加した。 
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以下は報告者が行った実験結果である。 
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 DAPとDMT1(IRE)の蛋白量はほぼ平行し
て変化したが、mRNA 量は異なる変化パター
ンであった。 
 TfR1 と FTH の mRNA 量の解析からは、
PPIX 投与 12 時間後では TfR1 と FTH の
mRNA 量が両方とも増加し、IRE/IRP シス
テムとは異なる機構が働いていることが考
えられる。内部標準として mRNA 量を補正
する GAPDH の mRNA 量が低下したために
相対的にTfR1とFTHが増加した可能性も考
えられる。異なる鉄濃度培地で比較した実験
では、PPIX 投与 12 時間後の TfR1 の mRNA
量は、FAC 添加状態では増幅割合が高く(ベ
ースとなる vehicle の発現量が低いために相
対的に高くなる)、DFO 添加状態では増幅割
合が低い(ベースとなる vehicle の発現量が
高いために相対的に変化幅が低くなる)、と
いう実験結果が得られたことから TfR1 の
mRNA は誘導が起こっていると考えた。ヘム
鉄は FTH の転写を亢進することが報告され
ており、報告者が行った実験でもヘミン単独
投与でFTHのmRNAの発現は誘導されてお
り、PPIX が LIP から鉄を使用して鉄欠乏状
態にしているために生じる TfR1 高発現と、
ヘム鉄が FTH の転写を亢進している状態が
混 在 し て い る 状 態 で あ る と 考 え た 。
PPIX(5µM)投与 24 時間後では、FTH の
mRNA は増加し、TfR1 の mRNA は減少し、
鉄過剰状態と考えられる。 
④. PPIX(5µM)は C/EBPα蛋白の発現低下

を誘導する。 
③で報告したように、PPIX(5µM)投与 4 時

間後から 24 時間後まで、DMT1(IRE), 
DMT1(nonIRE)の mRNA 量が有意に減少し
ていた。IRE/IRP 系が主体の調節機構なら、
影響を受ける DMT1mRNA は IRE isoform 
のみであるが、nonIRE isoform も同様の挙
動を示した。FAC やヘミンを添加する実験で
は mRNA の有意な変動は IRE isoform に限
定されていたため、PPIX(5µM)は DMT1 
mRNA のプロモーター領域に作用すると考
えた。DMT1mRNA を増加する転写因子には、
AP1, NFkappaB, C/EBPαの三種類が知られ
ている。C/EBPαは赤芽球系細胞への分化に
伴って減少することが知られており、
western blot で蛋白量の検討を行った。
PPIX 投与 4 時間後に C/EBPαが減少してい
た た め 、 C/EBPα の 発 現 低 下 か ら
DMT1mRNA 減少に至ったと考えた。 
⑤. Chloroquine と Lactacystin の併用は

PPIX(5µM)により誘導される FTH の減少を
阻害する。 
 PPIX(5µM)投与 8 時間後に明瞭な FTH 蛋
白の減少は、ライソソーム阻害剤である
Leupeptin(30µM), Chroloquine(25µM)の単
独投与では抑制効果は乏しく、プロテアソー
ム阻害剤である MG132(5µM)は効果が乏し
く、 Lactacystin(2.5µM)が単独投与では最も
有効性があった。そのため、Chroloquine 
(25µM)と Lactacystin(2.5µM)を組合せてラ
イソソームとプロテアソームを阻害すると、
最も FTH の分解阻害に有効であった。これ
らの実験結果は PPIX による FTH の分解は
ライソソームとプロテアソームにより行わ
れ て い る と 考 え ら れ る が 、 DAP と
DMT1(IRE)は上記のライソソームとプロテ
アソーム阻害剤では分解を抑制する作用は
明らかではなく、PPIX により惹起される
DAP と DMT1 蛋白の分解経路の解析は今後
の検討課題である。 
(2)大腸癌細胞株(Caco2)を用いた研究 
 ①.側方基底膜側由来小胞と管腔側由来小
胞は鉄の授受を行う。 

Basal chamber に calcein と蛍光標識
apo-Tf を 投 与 し 、 basolateral-derived 
vesicles (BLDV)を標識した。標識後に apical 
chamber に鉄(5µM)とアスコルビン(500µM)
酸を投与し、20 分後に culture insert を固定
した。Calcein シグナルは有意に減少し、鉄
を 含 む apical-derived vesicle (ADV) と
BLDV は鉄の授受を行うことが示された。こ
の calcein の消光は細胞膜透過性鉄キレート
剤である 2,2’-dipyridyl(DPD)の投与により
回復し、鉄が calcein と錯体を形成すること
で、消光していたことを明らかにした。また、
calcein と apo-Tfは近接した細胞内に位置し
ていたが、分布位置は異なっていた。これら
の実験結果は固定後の Caco2 細胞を用いて
おり、生細胞での動態を観察するため、ライ
ブセルイメージングを行った。ライブセルイ
メージングでは apical chamber のバッファ
ー内に dipping lens を進入させ、レンズの結
像距離内に Caco2 単層培養細胞が入ること
で、蛍光色素を可視化した。この実験モデル
を用い、calcein, dextran は側方基底膜側か
ら取り込まれることを明らかにした。
HEPES-buffered isotonic solution で洗浄後
に再観察を行ったが、 calcein を basal 
chamber に投与した時と同じ観察条件では
calcein を検出することが出来なかった。その
ため、レーザー出力を大きく増加する必要が
あり、共焦点画像を取得した範囲は calcein 
の蛍光が消褪し、photobleaching を起こして
いた。そのため、同一部位を連続観察するこ
とで、鉄アスコルビン酸複合体投与と DPD
投与に伴う鉄動態の変化を calcein で可視化
することは断念した。異なる観察部位である
が、鉄アスコルビン酸複合体の投与に伴って
calcein は消光し、DPD 投与に伴って calcein 
は回復し、ライブセルイメージングと固定後



で同じ傾向が見られた。また、 K562, 
HepG2( 肝 細 胞 癌 ), H9C2( 心 筋 細 胞 ), 
J774(マクロファージ)といった細胞株では
apical, basal といった細胞の方向性は無く、
calcein で染色すると、蛍光は細胞質全体に陽
性像を呈する。そのため、BLDV に由来する
calcein が側方基底膜側に局在することは、
tight junction が重要な役割を果たしている
と考えた。実際に Caco2 モデルでライブセル
イメージングを行っているときに、単層から
遊離してバッファー内に浮遊している数個
の Caco2 細胞は細胞質全体が calcein で染色
され、側方基底膜側に限局していなかった。
そのため、Caco2 単層培養細胞を掻破して
tight junctionが傷害された floating layerを
作成し、観察を行った。Culture insert の
membrane に付着している adherent layer
や junction areaでは calceinは基底側方膜に
限局していたが、floating layer 内では細胞質
全体が染色される Caco2 細胞が見られ、tight 
junction が calcein を含む BLDV の局在に重
要な役割を果たしていることが示唆された。 
②.ヘミンは calcein の消光に 2 時間かかり、
DMT1 の内在化も 2 時間必要である。 
 Basal chamber に calcein を投与し、apical 
chamber にヘミン(50µM)を投与後の 30, 60, 
120 分後に固定し、calcein のシグナルを解析
した。30,60 分後に固定した検体では calcein 
のシグナル減少は軽度で、ヘミン投与 120 分
後に有意な calcein シグナルの低下が見られ
た。また、DMT1(IRE) の刷子縁から細胞質
への内在化はヘミン投与 30, 60 分後では乏
しく、120 分後では明瞭な変化であった。ヘ
ミンは細胞内に取り込まれた後に、heme 
oxygenase(HO)によりビリベルジン、一酸化
炭素、鉄に分解される。HO には 1 と 2 があ
り、1 は細胞ストレスで早期に誘導される蛋
白であり、Heat shock protein 32 (Hsp32)と
も呼ばれ、HO2 は恒常的に発現している分子
である。HO によりヘミンから放出された鉄
がLIPに入り calcein を消光すると考えられ
るので、calcein の消光に二時間かかることは、
誘導された HO1 がヘミンを分解して放出さ
れた鉄を LIP に供給するために必要な時間
と考えられる。Caco2 にヘミンを投与するこ
とで HO1 が誘導されることは既に報告され
ているが、DMT1(IRE)の内在化と LIP の増
加(calcein の消光)は本研究で明らかにする
ことができた研究成果である。ペルオキシソ
ームに局在するHOから細胞質に放出された
鉄が形質膜上の DMT1 の内在化を誘導する
ためにどのような内在化経路が活性化され
ているのかは、今後の検討課題である。 
 十二指腸からの非ヘム鉄の吸収は 1997 年
に DMT1 が同定されてから分子機構の解析
が行われているが、ヘム鉄は heme carrier 
protein 1(HCP1)が 2000 年に報告されたが、
HCP1遺伝子変異は葉酸欠乏を呈することが
示され、ヘム鉄を吸収する transporter の探
索が続けられている。一方、ヘム鉄を細胞外

に排出する運搬体として feline leukemia 
virus subtype C receptor (FLVCR)が同定さ
れている。非ヘム鉄は FPN により細胞外に
排泄され、非ヘム鉄とヘム鉄と吸収、代謝機
構は異なることが考えられている。また、鉄
輸送に関わる transporter として Zrk-like 
irt-like protein (ZIP14)が同定されたが、
DMT1 とは至適 pH が異なり、十二指腸から
の鉄吸収は DMT1 が主要な役割を果たして
いると考えられている。 
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