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研究成果の概要（和文）：　亜鉛欠乏を予防するために消化管からの亜鉛吸収に機能する亜鉛輸送体ZIP4とZNT1
の発現を増強させる新規食品因子の探索を実施した。香辛料を中心に、ZIP4 の発現を増強させる新規抽出物を
見出し、これら抽出物のいくつかがヒトZIP4の発現を増強させることを確認した。一方でZNT1の発現を増強させ
る抽出物は見出すことができなかった。見出した抽出物の活性評価を実施したところ、体内亜鉛レベルを鋭敏か
つ正確に反映するマーカーが必要であることが判明したため、ラット血漿を用いて有用なメーカーの探索を実施
し、その結果、血漿中のいくつかの酵素が体内亜鉛レベルを正確に反映するメーカーとなりうることを見出し
た。

研究成果の概要（英文）：Adequate zinc intake is indispensable to maintain health, because zinc plays
 critical roles in a variety of physiological processes. In the small intestine, zinc transporters 
ZIP4 and ZNT1 play essential roles for zinc absorption, and thus food components with the activity 
of increasing ZIP4 or ZNT1 expression would be a potential enhancer of zinc absorption. We here 
found extracts prepared form several spices have the activity to increase the abundance of both 
human and mouse ZIP4. Unfortunately, we found no extracts to increase ZNT1 expression. We found it 
difficult to evaluate whether or not food extracts have positive effects on zinc absorption in rats,
 because of low sensitivity to measure zinc absorption rates through ZIP4 and ZNT1. We found several
 enzymes activities nicely correlated with zinc levels in the diets, even in the case of low zinc 
diets. The activities would be useful as a marker for evaluation of zinc absorption rates.

研究分野： 栄養生化学
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善
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１．研究開始当初の背景 
 飽食の時代にある我が国において懸念さ
れる栄養問題の一つに、亜鉛不足が挙げら
れる。亜鉛不足により、味覚や免疫機能が
低下することはよく知られるが、高齢者で
は、さらに褥瘡や舌痛、皮膚炎に悩まされ
ることも多い。最新の統計によると、潜在
的な軽度の亜鉛欠乏者は日本国民の実に３
割に及ぶと試算されており、特に、高齢者
においてその傾向が強いことから、超高齢
社会に突入した我が国において、亜鉛欠乏
による生活の質（以下 QOL）の低下は大い
に懸念されるところとなっている。実際、
ヨーロッパで実施された疫学調査 ZincAge 
Project（亜鉛と老化との関連に関する調
査）では、血清亜鉛値が高い高齢者が健康
であることが証明されており、さらに、臨
床の現場においても、「寝たきりの高齢者に
頻発する褥瘡が亜鉛補充によって改善する
こと」、「高齢者の手術の際、手術前に血清
亜鉛値を高めておくことが、術中の負担や
術後の健康回復に大きく貢献すること」な
ど、高齢者の健康維持に亜鉛が有効である
ことを支持する結果が相次いで報告されて
いることから、亜鉛欠乏の予防のために、
早急な対策が求められる。 
 一般的に、亜鉛欠乏の予防は、サプリメ
ントの摂取によって亜鉛摂取量を増やすこ
とで対処できると考えられがちであるが、
消化管での亜鉛吸収効率は 30％程度と低
い上、摂取亜鉛量の増加に伴い吸収効率は
減少する。これは、単に亜鉛摂取量を増や
すだけでは、亜鉛吸収量の増加に結びつか
ないことを意味する。また、亜鉛の吸収効
率は加齢と共に低下するため、高齢者の亜
鉛欠乏に対する抜本的な解決のためには、
吸収効率を上昇させる何らかの手法を確立
することが必要となる。これまで、数多く
のグループによって、亜鉛の吸収効率を改
善させる因子の探索が行われてきたが、実
験系がマウスやラットを用いた大がかりな
ものだったため、多種類のサンプルを幅広
く解析することが不可能であった。それ故、
これまで大きな進展は見られなかったが、
2002 年に、ヒトの先天性亜鉛欠乏症・腸性
肢 端 皮 膚 炎 （ Acrodermatitis 
enteropathica）の原因遺伝子として、小腸
上皮において亜鉛吸収を担う亜鉛輸送タン
パク質（亜鉛トランスポーター）ZIP4 が同
定されたことにより、この状況は一変した。
すなわち、「ZIP4 の発現量を増やすことに
よって、亜鉛吸収効率を上昇させる」とい
う新たな切り口のもと、ZIP4 発現促進因子
（=亜鉛吸収促進因子）の探索という細胞
レベルでの解析が可能となった。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は、「亜鉛の吸収は小腸上皮細
胞に発現する亜鉛トランスポーターZIP4
を介して行われる」ことを示し、「培養細胞

を用いたスクリーニング系を構築し、ZIP4
の発現を増加させる食品因子として大豆サ
ポニンを同定」することに成功していた。
そこで本研究では、大豆サポニンとは異な
る作用機序で ZIP4 発現促進活性を有する
食品因子を同定することを目指した。また、
消化管からの亜鉛吸収においては、ZIP4
が消化管上皮細胞に取り込んだ亜鉛を血流
中に放出する働きを担うZNT1が重要であ
る。この ZNT1 の発現を増加させる食品因
子の探索も同時に実施し、ZIP4 と ZNT1
の相乗効果で亜鉛欠乏を予防することも目
的とした。さらに、それら因子や大豆サポ
ニンの亜鉛吸収促進効果について動物個体
レベルで検証し、亜鉛欠乏に対する有用性
を実証することとし、合わせて個体レベル
での亜鉛欠乏の予防効果を正確に判定でき
る血液マーカーの探索・同定を目指した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 1. 消化管上皮細胞における金属輸送. 
亜鉛の輸送には頂端膜に発現する ZIP4 と側底膜
に発現する ZNT1 が機能する。 
 
３．研究の方法 
ZIP4 発現促進活性を有する新規食品因子
の探索と同定 
ZIP4 発現促進活性を有する新規の食品因
子探索のためのサンプルを調製し、研究代
表者が確立したスクリーニングシステムを
用いて、ZIP4 の発現を増加させる新規食品
抽出物・因子を探索した。さらにこれまで
の解析では、マウス ZIP4 に対する効果を
検証してきたが、新たにヒト ZIP4 に対す
る効果を検証できる細胞株が樹立できたた
め、ヒト ZIP4 に対する効果も検証した。
また、同抽出物・因子については、ZNT1
発現細胞を用いた類似のスクリーニング系
で評価した。ZIP4 の発現促進活性を有する
ことが確認できた抽出物については、細胞
内への亜鉛輸送増加のマーカーとなるメタ
ロチオネインの発現を解析し、実際に亜鉛
量が増加していることを確認した。また、
中圧カラムクロマトグラフィーや分取
TLC、HPLC などにかけて ZIP4 発現促進
活性を示す化合物を単離した。単離化合物
については、NMR や MS など各種機器分
析に供し、活性化合物の構造を決定した 
 



ラットにおける ZIP4 発現の亜鉛応答性に
関する解析 
 亜鉛欠乏食（2.2 mg/kg）、低亜鉛食（4.1 
mg/kg）及び、亜鉛十分食（33.7 mg/kg）
でラットを飼育し、十二指腸・空腸（それ
ぞれ、胃の幽門部より 0.5〜1.5 cm、5.5〜
6.5 cm の部分）を摘出し、Multi-beads 
shocker を用いて破砕後、細胞膜画分を調
製した。調整した膜画分をウェスタンブロ
ットに供し、抗 ZIP4 モノクローナル抗体
を用いて検出した。また、低亜鉛食ラット
における血漿中の酵素の解析では、ラット
を亜鉛欠乏食（4〜8 mg/kg）及び亜鉛十分
食（33.7 mg/kg）で 10 日間飼育した。消
化管上皮細胞あるいは血漿における亜鉛要
求性酵素アルカリフォスファターゼ
（ALP）の活性測定はを以下の方法で行っ
た。膜画分 2 μg、あるいは 血漿 2 μL を
96-well plate に分注し、各ウェルに各酵素
の基質を含む反応液を 100 μL ずつ添加し
て室温で 10 分間反応させた。反応終了後、
各基質の発色に合わせて吸光度を測定した。 
 
４．研究成果 
(解析 I). ZIP4 発現増強活性を有する食品
因子の同定 
 ZIP4 の発現促増強活性を有する食品抽
出物を探索した結果、各種香辛料に高い活
性が見出され、シナモンやキャラウェイ、
カーダモン、花椒、桂皮、ターメリックの
抽出物に活性を見出した（図 2）。また、ユ
ッカサポニンやキラヤサポニンにも活性が
あることを見出した。Sep-Pak カラム・中
圧カラムクロマトグラフィー・TLC 展開に
より、活性化合物の単離を試みたが、活性
因子を単離するまでには至らなかった。単
一化合物までの精製に成功した画分が得ら
れた場合には、NMR や MS などに供し、
その構造を決定する予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. ZIP4 発現増強活性を有する香辛料抽出物を 
   探索した結果の一部. 
 

一方、ソヤサポニン Bb で活性が見出され
たことから、他のサポニン類の活性につい
ても評価した。サポニンの中には活性を有
するものも存在したが、すべてのサポニン
に活性が認められることはなかった。した
がって、活性には両親媒性を有する他に何
らかの構造が必要であることが予想された
が、その構造に関して知見を得るには至ら
なかった。 
 また、この解析と並行して、消化管上皮
細胞側底膜に局在するZNT1の発現を促進
させるような食品成分を探索したが、強い
活性を有する抽出物の同定には至らなかっ
た。なお、本解析は、ZNT1 に対する極め
て特異的な抗体の作成に成功したことによ
り、実施できることとなった。 
 
(解析 II) 食品因子の亜鉛吸収効率改善効
果の検出方法に関する解析 
 ソヤサポニンの ZIP4 発現増強効果が確
認されたため、ラットを用いて亜鉛吸収促
進効果について検討した。ラットの各群を
0.3％ソイヘルスSA含有食群とコントロー
ル群の二つに分けて解析を行った。亜鉛欠
乏による成長抑制の改善効果の他、亜鉛吸
収効率改善や、血清亜鉛値、アルカリフォ
スファターゼなどの血清中の亜鉛代謝マー
カー分子の活性を測定したが、いずれの解
析においても明確な効果にみとめることが
できなかった。一方、ラットを亜鉛欠乏食
（2.2 mg/kg）、低亜鉛食（4.1mg/kg）及び
亜鉛十分食（33.7 mg/kg）で飼育した場合
においては、消化管のZIP4の発現変動は、
鋭敏に変化したが（図 3）、中度・軽度の亜
鉛欠乏では、明確な差違を見出すことがで
きなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. ZIP4 の発現変動より血清亜鉛値の低下が鋭
敏な応答を示す. 
A. 血漿中の亜鉛濃度（左）と ALP 活性（右）。 B. 
消化管における亜鉛欠乏依存的な ZIP4 の発現。
左:十二指腸、右：空腸。 
 
 この原因として、ZIP4 の発現の変動が中
度・軽度の亜鉛欠乏では、鋭敏でないこと



が考えられ、さらなる解析を進めるには、
亜鉛欠乏や亜鉛吸収効率改善を評価する新
たな亜鉛代謝マーカーの同定が必要となる
と考えられた。そこで、より鋭敏な反応を
示す酵素を探索した。ラットを様々な亜鉛
欠乏食（4〜8 mg/kg）及び亜鉛十分食（33.7 
mg/kg）で 10 日間飼育し、その時の血漿中
の酵素を測定し、亜鉛欠乏に鋭敏に変動す
るマーカーを探索した結果、２つの酵素の
活性が中度の亜鉛欠乏でも鋭敏に活性低下
することを見出した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 中程度の亜鉛欠乏で活性を低下させる血漿
中の亜鉛酵素. 
ENPP 活性（左）と NT5E 活性（右）。N: 33.7 mg/kg
亜鉛食で、4、6、8は 4〜8 mg/kg 亜鉛食で飼育し
たラットの血漿。 
 
 これら酵素の活性減少をみとめた時点で
亜鉛欠乏症の皮膚所見は現れていないこと
から、本減少は、亜鉛欠乏の極めて早い段
階で起こっていることが示唆された。これ
らのことを考慮すると、見出した酵素を亜
鉛欠乏マーカーとして利用することでソヤ
サポニンの効果が検証できると考えられ、
現在、解析を進めている。超高齢社会を迎
え、高齢者を中心に国民の 20〜30%が亜鉛
欠乏に陥っている亜鉛欠乏大国日本におい
て、亜鉛欠乏を予防し、健康寿命を伸張さ
せる意義は大きい。本研究の最終目標は、
見出した亜鉛吸収促進活性を持つ食材を複
数組合せることによる「亜鉛欠乏予防食」
の提案である。今回の課題においてその実
現は達成できなかったが、本研究を継続さ
せ、実際に高齢者の健康増進に役立ててい
きたいと考えている。 
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