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研究成果の概要（和文）：この研究課題において、植物生体内に存在するムギネ酸前駆体ニコチアナミン（NA）
が鉄錯体として空腸からアミノ酸トランスポーターproton coupled amino acid transporter 1 (PAT1)を介して
吸収されることを示した。また、マウス投与実験において、鉄のみ投与よりNA鉄錯体投与したマウスの腎臓、脾
臓で鉄濃度がより高かった。この研究の結果により、既存の遊離の鉄の十二指腸での吸収とは異なる、空腸での
新たなNAー鉄錯体としての鉄の吸収メカニズムがあることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this research project, it was shown that the mugineic acid precursor, 
nicotianamine (NA) present in a plant is absorbed as an iron complex from the jejunum via the amino 
acid transporter proton coupled amino acid transporter 1 (PAT1). In addition, in the mouse 
administration experiment, the iron concentration was higher in the kidney and spleen of the mice to
 which the NA iron complex was administered than to the iron alone administration. The results of 
this study revealed that there is an absorption mechanism of iron as a new NA-iron complex in the 
jejunum, which is different from the existing absorption of free iron in the duodenum.

研究分野： 生化学

キーワード： 鉄　ニコチアナミン　小腸　トランスポーター　植物性食物　アフリカツメガエル卵母細胞　Caco-2細
胞　Feアイソトープ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物性食物に含まれるニコチアナミンによる鉄の動態に関与する輸送体やその代謝経路を解明し、哺乳動物にお
ける新しい鉄輸送分子機構の全容を明らかにすることは学術的に意義がある。また、ヒトでも鉄欠乏症は最も一
般的な栄養障害の１つであるが、同時に臓器に過剰の鉄が蓄積すると重篤な症状や合併症が生じるため、体内で
の適切な鉄排出も重要である。これらの成果を基盤として、鉄欠乏症および鉄過剰症の対策・治療への応用研究
への展開に社会的意義がある。

※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）ヒトにおける鉄吸収は主に小腸上部で行われるが、それに関わるトランスポーターがいく
つか同定され、植物性食物と動物性食物での各々異なった鉄吸収機構が報告されている。日本人
を含むアジア人は主に植物性食物からの非ヘム鉄を摂取しており、世界保健機構（WHO）によっ
て栄養不足症例の中で鉄欠乏症が一番多く、子供や妊婦での重篤な症状が報告されている。 
（２）これまで植物でのムギネ酸類のトランスポーターや合成を研究してきた我々が今回注目
したニコチアナミンは、植物生体内において２価鉄の輸送を担っており、広く植物性食物に含ま
れている。植物において鉄吸収機構が重要であるように、哺乳動物においても食品に由来するニ
コチアナミン等の植物内在性キレート化合物が重要な役割を果たし、それらに特異的な吸収機
構が存在すると考える。国内外において、未だ報告のないニコチアナミンを含む植物内在性キレ
ート化合物および鉄錯体のトランスポーターが同定できると、哺乳動物の小腸での新たな吸収
メカニズムを明確にすることが出来る。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究では、植物内在性キレート化合物であるニコチアナミン鉄錯体の小腸内での代謝や
輸送するタンパク質を哺乳動物の腸上皮細胞において同定することを通じて、哺乳動物におけ
るキレート型鉄輸送機構鉄を解明することを目的とする。 
（２）哺乳動物の小腸での新たな鉄錯体吸収メカニズムを明確にすることができれば、これを突
破口にして、鉄吸収の促進方法を提唱することができる。ニコチアナミンを添加することにより、
マウスに鉄のみ投与するより、鉄の吸収効果を比較して、鉄欠乏症および鉄過剰症の対策・治療
の応用研究に展開する。 
 
３．研究の方法 
（１） マウス組織および細胞内のニコチアナミン（NA）およびその鉄錯体の検出：NA の定量
分析は FMOC 誘導体後 LC-MS で行った（図１）。細胞やマウス組織の鉄濃度は 59Fe アイソトープ
を用いて定量した。 

 
（２） NA 標識体合成と取り込み実
験：分担者難波はクマリン標識 NA の
合成に成功している。また、ダンシル
標識シデロフォアが生きた細菌に取
り込まれる様子を可視化することに
も成功した。これらの知見を基に、ダ
ンシル標識 NAを合成し、NA の細胞へ
の取り込みを観察した（図２）。 
 
（３）トランスポーターの探索：本研
究において小腸での吸収に関わるSLC 
(Solute carrier)ファミリーの中か
ら、プロトン共役型アミノ酸トランス
ポ ー タ ー (PAT1, SLC36A1) が NA-
Fe(II)錯体の輸送体の候補に挙がっ
た。アフリカツメガエル卵母細胞に候
補遺伝子の cRNA をインジェクション
し、輸送活性を測定することによって
同定した。次に小腸上皮の基底側にあ
る NA および鉄錯体の排出トランスポ
ーターも同様に同定を試みた。最終的
に、Caco-2 細胞やトランスポーターを
過剰発現させた細胞での取り込みおよ
び排出活性を評価した。 
 
（４）マウスでの NA鉄錯体投与による
鉄吸収効果：マウスにアイソトープ
59Fe または NA-59Fe 錯体を投与して、血
液および各組織のガンマカウントを行
い、鉄吸収の量や速度を比較する。ま
た、血中のヘモグロビンやヘマトクリ
ット値を測定し、回復度を比較した。 
 

 

図２ ニコチアナミン標識体の作成方法 

 
図１．9-フルオレニルメチルオキシカルボニル（FMOC）誘導体化を用

いたNAの定量分析。MS（ポジティブイオンモード）を選択イオンモニタ

リングモードで測定し、m/z 526.2 [NA-FMOC + H]+で観測、合成NAと

小腸抽出物のMSクロマトグラムは同じ保持時間（Rt）11.15 minに検出

された。 



４．研究成果 
（１）マウス組織および細胞内のニコチアナミン（NA）およびその鉄錯体の検出：細胞および小

腸内での NA の定量は NA の FMOC 誘
導化後、オービトラップ LCMS で測定
する系を確立した。細胞やマウスに
投与後の鉄はアイソトープ 59Fe を用
いて京都薬科大学で測定した。マウ
スに NA-59Fe 錯体を投与して、30 分
後の小腸各部位の鉄濃度を比較し、
近位空腸で最も鉄濃度が高かった。
また、NA の定量を行った結果、鉄と
同様に近位空腸で最も NA 濃度が高
かった。鉄錯体の検出はセルロース
薄層クロマトグラフィー（TLC）を用
いて検出する方法を確立した。その
結果、フリーの鉄は原点に留まるが、
NA-鉄錯体になると展開される
(Rf=0.67)ことがわかり、細胞内で
NA は鉄錯体として検出された（図
３）。 
 
 
 
 

 
（２）NA標識体合成と取り込み実験：NAの腸内への取り込みを観察するために、研究分担者は
ダンシル標識NAを合成し、標識体をMSとNMRで、その鉄錯体をMSで生成を確認した。NA鉄錯体を
吸収するトランスポーターとして同定したアミノ酸トランスポーターPAT1やトウモロコシでの
NA鉄錯体輸送トランスポーターZmYS1を発現させたアフリカツメガエル卵母細胞にダンシル標識
NA鉄錯体を30分反応後、凍結切片を作成して顕微
鏡観察し、卵母細胞内部にダンシル基の蛍光を確
認した。 
 
（３）トランスポーターの探索：小腸での吸収に
関わるSLC：(Solute carrier)ファミリーの中か
ら、オリゴペプチド、アミノ酸などのトランスポ
ーターを中心にスクリーニングし、プロトン共役
型アミノ酸トランスポーター(PAT1, SLC36A1)が
NA-Fe(II)錯体の輸送活性を有することを、アフ
リカツメガエル卵母細胞(oocytes)にPAT1を発現
させて確認した。形質膜マーカーであるカルシウ
ムATPase(PMCA)とPAT1抗体の二重染色により、形
質膜にPAT1の発現を確認したoocytesを用いて、
NA-Fe(II)錯体の濃度依存的輸送活性を測定し、
Km= 49.4 μMの活性を示した（図４）。また、小
腸上皮の基底側にあるNA鉄錯体の排出トランスポ
ーターを同定するため、その候補遺伝子をNA鉄錯
体投与したマウス小腸およびCaco-2細胞の定量
PCRや次世代シークエンサーのトランスクリプリ
トーム解析によりアミノ酸排出トランスポーター
に絞り込んだ。 
 
（４）マウスでの NA 鉄錯体投与による鉄吸収： 
NA-59Fe(II)または 59Fe(II)の経口投与後30分の小
腸での各部位での鉄の濃度を測定した。その結果
遊離鉄投与では二価金属トランスポーター(DMT1)
によって十二指腸で吸収されるが、NA 鉄錯体は近
位空腸に発現しているアミノ酸トランスポーター
（PAT1）により吸収されており、吸収場所が異なる
ことを明らかにした（図５）。 
 

 
図 3. TLC による NA-59Fe(II)錯体検出： (A) ニンヒドリン染色(アミン検

出): 1 mM アスコルビン酸を含む合成 NA(16.5 mM, 0.5 µL)および NA-

Fe(II)(NA / Fe = 1,1,16.5 mM,0.5 µL)を検出。 (B) 1 µL の 3.3 mM 59Fe お

よび NA-59Fe(II)を TLC のオートラジオグラフィーで検出。 (C, D) Caco-

2 細胞において 1 mM NA-59Fe(II)の投与後 30 分で抽出、TLC で検出。 
59Fe は TLC のオートラジオグラフィーで検出(C)。NA はニンヒドリン染色

で検出 (D)。 NA-Fe(II)(Rf = 0.67)に対応するバンドを矢印で示す。展開

溶媒 MeCN：H2O：AcOH = 1：1：0.2. 

 

 

図 4.. アフリカツメガエル卵母細胞におけるヒト PAT1

の発現と NA-鉄錯体の輸送活性: ヒト PAT1cRNA を

注入した卵母細胞で抗体染色によって検出された（赤

色）(A)。原形質膜マーカーCa2 + ATPase（PMCA）（緑

色）による同時免疫染色を行い、局在が同じ(overlay

黄色）であった（B）。スケールバーは 100µm。その細

胞を用いて NA-鉄錯体の輸送活性を濃度別に測定し

た（C）。 



マウスに同濃度の 59Fe を NA 錯体とフリーで各々経口投与した。投与 5 時間後において NA 鉄錯
体の方が腎臓、脾臓で有意に鉄の取り込み量が多かった。また鉄のみ投与ではヘモグロビン値が
時間とともに低下したが NA 鉄錯体は安定していた（図 6）。 

以上の結果から、近位空腸
のアミノ酸トランスポータ
ー（PAT1）により NA 鉄錯体が
主に吸収され、既知の二価金
属トランスポーター(DMT1)
によって遊離 Fe(II)が吸収
される十二指腸とは吸収場
所が異なることが示唆され
た。これらの結果は J. Biol. 
Chem.に受理され、さらに
Editor’s Pick に選ばれた。
哺乳動物における鉄の植物
由来のキレート錯体を介し
た小腸の異なる部位での新
しい鉄吸収機構が見いだせ
た（図７）。今後は NA鉄錯体
の排出トランスポーターの
同定と輸送経路を明らかに
し、鉄欠乏症、鉄過剰症への
応用を検討する。 

  
図 6. マウスにおける NA の鉄吸収効果： NA 鉄錯体と鉄投与の投与 5 時間後における血液、肝臓、腎臓、脾臓の５９Fe

取り込み量とヘモグロビン値の比較 (n = 7–9, *P < 0.05, **P < 0.01)。 
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図 7. 哺乳類の鉄吸収メカニズムの提唱:  植物性食品から摂取された鉄は、十二指

腸チトクローム B（Dcytb）によって十二指腸で鉄に還元され、二価金属輸送体 1

（DMT1）によって吸収される（A）。 ニコチアナミン（NA）-Fe（II）錯体は、近位空腸のア

ミノ酸トランスポータープロトン結合アミノ酸トランスポーター1（PAT1）によって吸収さ

れることを示した（B）。 

 
図5.マウス腸のさまざまなセクションにおけるPAT1およびDMT1の相対的発現と鉄含有量： マウスの小腸は、十二指腸

（No. 1）、近位空腸（No. 2–5）、遠位空腸（No. 6-7）および回腸（No. 8–10）に定義された10のセクション（No. 1–10）に分割

した。PAT1とDMT1のmRNAレベルとNA-59Fe（II）または59Fe（II）の経口投与30分後の59Fe放射性鉄濃度の取り込み量

を比較した（n = 4、* P < 0.05）。 
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