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研究成果の概要（和文）：植物性食物、とくに豆類に多く含まれるニコチアナミン（NA）は、生体内で生合成され、鉄
と錯体を形成し、植物にとって生体内の鉄輸送に重要な役割を担う低分子有機化合物である。本研究では、哺乳動物が
植物内在性鉄キレート化合物ＮＡを摂取した際に、NAが小腸での鉄吸収にどのように影響するかを検討した。
マウス投与実験により、NAが小腸で取り込まれた後、特定の組織、特に筋肉への鉄輸送に関与していることが示唆され
た。また、小腸上皮モデル細胞であるcaco-2細胞単層での鉄取り込み実験から、NAを鉄と同時に加えることにより、濃
度依存的に細胞内の鉄排出量が増加していた。

研究成果の概要（英文）：Nicotianamine (NA) plays an important role as an iron chelator for transporting 
iron inside the plant. Plant foods such as beans and broccoli contain a large amount of NA. For 
elucidating the effects of NA upon iron absorption in human, we carried out in vitro assays for examining 
the uptake of NA and its 59Fe complex using caco-2 monolayer cells, which were widely used as a model for 
human intestinal absorption. The results revealed the NA-dependent increase of iron efflux, further 
suggesting that the Fe-NA complex transports iron to the basal side (the blood vessel side) via caco-2 
cells. For in vivo assays showed that oral Fe-NA administrations to mice enhance the iron content of lung 
and stomach after two hours, and skeleton muscle after five hours. The difference in iron concentrations 
between iron only and Fe-NA complex by oral administration was significant in the mouse tissues, further 
suggesting that NA is implicated in iron trafficking in the human intestine.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
（１）鉄は、生体系において酸素運搬に必須
であるのみならず、デオキシリボ核酸の合成
等に必要な酸化還元酵素の活性中心金属と
して重要な役割を担っている。一方、鉄は水
に難溶性である三価として存在することが
多く、そのため、生物は効率的に鉄を取り込
む機構を発達させてきた。すべての生物種の
鉄取り込み機構は、キレート型と還元型の２
種に大別することができる。 
（２）我々の研究所は、これまでイネ科植物
がファイトシデロフォアとして土壌に分泌
しているムギネ酸類やその金属錯体の構造
決定ならびに生合成を報告し、ムギネ酸類と
三価鉄の錯体として取り込む機構を研究し
てきた。トウモロコシ由来のムギネ酸鉄錯体
トランスポーターZmYS1が同定され（Curie C. 
et al, (2001) Nature, 409, 346-349）、そ
の同族体として、我々はオオムギから新規の
ムギネ酸鉄錯体トランスポーターである
HvYS1 を同定し、その局在と鉄錯体選択的輸
送活性を明らかにした（Murata Y., et al, 
(2006) Plant J. 46, 563-572）。また、HvYS1
に比べ、ZmYS1 は金属およびファイトシデロ
フォア（ムギネ酸類とその前駆体、ニコチア
ナミンも輸送）の特異性が低いので、これら
２種トランスポーターについてキメラタン
パク質を作成し、輸送選択性に関与する部位
が６番目の膜外ループであることを突き止
めた(Harada E, et al, (2007) FEBS Lett. 581, 
4298-4302)。また、我々は安定供給が困難で
あったムギネ酸類の効率的化学合成法を開
発し(Namba K., et al, (2007) Angew. Chem. 
Int. Ed. 46, 7060-7063)、さらに蛍光標識
基を導入したムギネ酸を合成することによ
って、トランスポーターを発現させたアフリ
カツメガエル卵母細胞へ標識体の取り込み
を可視化することに成功した(Namba K., et 
al, (2010) Angew. Chem. Int. Ed. 49, 
9956-9959)。 
（３）これまでの研究活動に基づき、我々は
ニコチアナミンやムギネ酸類などの、植物生
体内の鉄輸送を担うファイトシデロフォア
がヒトを含む哺乳動物に食物として吸収さ
れる場合に必要な鉄輸送の分子機構の解明
を企図するに至った。最近、異なる生物種が
産生するキレート化合物が、哺乳動物の鉄輸
送に関与していることがわかってきた。我々
は、植物内部の鉄輸送に必須なニコチアナミ
ンが哺乳動物の体内に取り込まれることに
よって細胞間の鉄輸送に関与すること、さら
に、この鉄輸送が哺乳類における未知の吸
収・輸送機構の解明につながるとの仮説を立
てた。 
 

２．研究の目的 
（１）鉄はヒトの体に最も豊富に含まれる重
金属元素であり、酸化還元酵素の中心金属と
して重要な役割を担っている。特に、日本人
を含むアジアの人々は、鉄の 85 ％以上を植

物性食物から摂取しており、植物に含有され
る鉄の吸収は必要不可欠である。近年、小腸
における植物性食物からの鉄吸収の分子機
構研究が盛んになっている。本研究で着目し
たムギネ酸同族体であるニコチアナミンは、
植物における鉄のキレーターとして、生理的
に重要な生体内の鉄輸送を担っており、植物
性食物に豊富に含まれる。本研究では、哺乳
動物の小腸においても植物と同様にニコチ
アナミンによる鉄錯体の吸収・輸送機構が存
在するという仮定に基づき、関連するトラン
スポーターを同定することによって、哺乳動
物における全く新しい鉄輸送の分子機構を
解明することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)食物中および細胞内のニコチアナミンお
よびその鉄錯体の検出：植物内在性化合物の
ニコチアナミンはAgilent社のアミノ酸分析
キットで Fmoc 標識化後、Triple Quadrupole 
LCMS-8030(Shimadzu)（島津）を用いて定量
分析を行った。鉄濃度は誘導結合プラズマ発
光分光分析装置（ICP-AES）で測定し、食物
と腸管などの組織での植物内在性キレート
化合物の検出を行った（村田佳子・山垣亮担
当）。 
(2)植物内在性キレート化合物のマウスでの
取り込み実験：ニコチアナミンやムギネ酸な
どの植物内在性キレート化合物が、ヒト十二
指腸からの鉄吸収を促進することが予想さ
れるが、どのような形態で鉄が吸収される
か明らかになっていない。マウスを１７時
間絶食後、NA のみ、NA-Fe(II)錯体、２価鉄
のみ投与群において各々3 mM(0.1 mL)経口投
与した。投与後 0, 1, 2, 5 時間の各群（５
匹ずつ）の血清および各組織別の鉄、銅、亜
鉛の濃度を硝酸処理後 ICP-AES (Thermo 
Jarrell Ash Corporation)により測定し、比
較検討した（村田佳子・難波康祐担当）。 
（３）小腸吸収モデル細胞(caco-2 細胞)での
鉄取り込み実験：輸送機構を検証するために、
小腸モデル caco-2 細胞を millicell セルカ
ルチャーインサートのメンブレンフイルタ
ー付き細胞培養プレートに培養・分化させて
apical 側（腸管腔側）に合成したニコチアナ
ミンやムギネ酸類およびその鉄錯体を添加
して、反応後 basolateral 側（血管側）への
輸送の有無を MS 分析やアイソトープ鉄を計
測することにより調べた。59Fe を含んだ２価
鉄 100 μMに NA、0, 100, 200 μM を加えて、
１時間反応させて錯体形成し、caco-2 細胞の
apical 側に添加して、１時間インキュベーシ
ョン後、細胞内および basal 側の培地の 59Fe
をカウントして鉄を定量した。また、最初に
caco-2 細胞の apical 側に鉄のみを添加し、
１時間インキュベーションした後、apical 側
の鉄を除き、NA を 0, 100, 500 μM と各々添
加して１時間後に、細胞内および basal 側の
培地の 59Fe をカウントした。（村田佳子・山
垣亮・木村寛之担当）。 



（４）植物キレート化合物トランスポーター
の探索：腸での吸収が確認できた基質につい
ては、そのトランスポーター遺伝子を同定す
る。植物においてニコチアナミン・ムギネ酸
類鉄錯体を輸送するオリゴペプチドトラン
スポーターは Solute Carrier (SLC) family 
の SLC15 に属しており、そのうち腸上皮に発
現している PEPT1 を最初の候補として、アフ
リカツメガエルの卵母細胞に発現させて、キ
レート化合物の輸送活性を測定する。候補遺
伝子が外れた際には、他の腸に発現している
SLC family タンパク質から検索した。（村田
佳子・高橋俊雄担当）。 
 
４．研究成果 
（１）植物内在性キレート化合物のマウスで
の取り込み実験：マウス投与実験により、ニ
コチアナミン-鉄錯体投与群の方が、鉄のみ
の投与群より投与２時間後で鉄濃度の増加
が肺、胃に認められたが、これらの組織では
鉄と同様に銅、亜鉛も増加していた。一方、
鉄濃度のみ増加していた組織は筋肉で投与
５時間後に増加が認められた(図１)。この結
果はニコチアナミンが小腸で取り込まれた
後、特定の組織への鉄輸送に関与しているこ
とが示唆された。 

 
（２）小腸吸収モデル細胞(caco-2 細胞)での
鉄取り込み実験：59Fe を含んだ２価鉄 100 
μM を１時間反応させた結果、細胞内に投与

量の約 12 %の鉄が取り込まれていた。ニコチ
アナミンを鉄と同時に加えることにより、
濃度依存的に細胞内の鉄濃度は減少し、それ
に対応してbasal側の鉄排出量が増加してい
た (図２)。 
また、先に鉄を取り込ませて１時間後にニ

コチアナミンを添加すると、同時に添加した
場合よりも、細胞から basal 側に輸送される
鉄量が減少したが、やはりニコチアナミンの
濃度依存的に鉄が排出されていた(図３)。 
以上の結果から、ニコチアナミンまたはニコ
チアナミン鉄錯体が細胞内に取り込まれ、
basal 側の血管に鉄を輸送する効果があると
考えられた。 

（３）植物キレート化合物トランスポーター
の探索：ヒト小腸に発現しているプロトン駆 
動型オリゴペプチドトランスポーターPEPT1
をアフリカツメガエルの卵母細胞に発現さ
せて、ニコチアナミンの輸送活性を測定した。 
その結果、ポジティブコントロールの
Glycylsarcosin は活性が見られたが、ニコチ
アナミンおよびその鉄錯体には活性が見ら
れなかった(図 4)。 

 
トランスポーターを同定するために、caco-2
細胞を Millicellカルチャープレートに培養
し、そのアピカル側の培地にアスコルビン酸
（1 mM）のみ, NA(1 mM)添加、NA(1 mM) +Fe(0.2 



mM)添加、Fe(0.2 mM）添加の４群を各々投与
後、37度 CO2インキュベーターで 72 時間培養
した細胞を回収して各々RNA を抽出した。こ
の RNA をもとに次世代シークエンサーMiseq
や定量 PCR 解析を行い、NA や NA＋Fe を添加
することにより、RNA 量の変動が大きな遺伝
子を検出した。このうち、小腸に発現してい
る数種類の SLC ファミリー遺伝子を見出し、
アフリカツメガエル卵母細胞にタンパク質
を発現させて、トランスポーター活性を測定
し同定を試みている。 
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