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研究成果の概要（和文）：亜鉛は様々な生体機能を担う必須栄養素であるため、その欠乏は身体機能に大きな影響を与
える。従って、亜鉛を十分摂取してその予防に努めることが重要となるが、亜鉛の吸収効率は約30％と低く、その実現
は容易ではない。本研究では、消化管において亜鉛吸収に機能する亜鉛トランスポーターZIP4の発現を増加させる食品
因子を見出し、亜鉛吸収効率を改善させる基盤を確立することを試みた。大豆抽出物がZIP4発現促進活性を有すること
を見出し、活性因子の一つとしてソヤサポニンを同定した。これら大豆抽出物は、細胞膜のZIP4発現を増加させ、細胞
内への亜鉛取り込み量を増加させたため、亜鉛吸収促進因子としての効果が期待された。

研究成果の概要（英文）：Zinc is an essential nutrient for human health. Recently, people with marginal zin
c deficiency have been detected. Thus, strategies for increasing zinc absorption is important, because its
 efficiency is estimated to be about 30%. In the intestinal epithelial cells, zinc transporter ZIP4 functi
ons as an essential molecule for zinc absorption. Exogenous expression of ZIP4 results in zinc uptake into
 the cells, suggesting that food factor(s) increasing ZIP4 expression should be a potential enhancer of zi
nc absorption. In this study, we screened for suitable food components with the ability to increase the ab
undance of this zinc transporter. Soybean extracts were identified and their effect was attributed to spec
ifically decreased endocytosis of ZIP4 triggered by zinc, and soyasaponin was identified as an active comp
onent that increased both ZIP4 protein abundance and zinc levels from one extract. Our results suggest tha
t soybean extracts may be useful to improve zinc absorption in humans.
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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
れている栄養問題の一つに亜鉛不足が挙げ
られる。特に、高齢者においてその傾向が強
いことが報告されており、健全な高齢化社会
の実現のために効果的な予防法の確立が望
まれている 1)。亜鉛不足により、味覚機能や
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。超高齢社会を迎えた我
が国において、亜鉛欠乏の蔓延が懸念される
所以となっている。亜鉛欠乏を予防するには、
亜鉛吸収量を増加させることが最も効果的
であることは自明であるが、亜鉛の吸収効率
は 30％程度であり、食品中に含まれる全ての
亜鉛が吸収されているわけではない。この事
実は、単に亜鉛摂取量を増やすよりも亜鉛吸
収効率を高める方が、亜鉛吸収量を増加させ
るには有効であることを示している。食品中
に含まれる亜鉛吸収促進因子を同定し、亜鉛
を効率的に摂取できる食事を提唱すること
は極めて意義ある研究であると考え、本研究
を開始するに至った。 
 
２．研究の目的 
 2002年に先天性亜鉛欠乏症・腸性肢端皮膚
炎（Acrodermatitis enteropathica）の原因遺伝
子として同定された亜鉛トランスポータ
ー・ZIP4は、小腸上皮細胞からの亜鉛吸収過
程に必須の役割を果たす輸送体タンパク質
である。研究代表者は、ZIP4の発現制御機構
を解析する過程において、小腸上皮細胞の
ZIP4 の発現を完全に模倣する培養細胞株を
発見した。さらに ZIP4 を特異的に認識する
抗体を作成し、ZIP4の発現に影響を与える食
品因子の高感度スクリーニング系を構築し
ている。本研究では、本スクリーニング系を
駆使して、ZIP4発現促進活性を有する食品因
子を同定し、亜鉛欠乏予防に効果があること
を実証することを目的に実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) 様々な食材・食品から酸・アルカリ抽出、
エタノール抽出画分を調整する。これら因子
を in vitro スクリーニング用に単層培養し
た培養細胞の培養液に終濃度 0.1％となるよ
うに添加し、24 時間培養する。細胞を回収し
て抽出液を調製し、ウェスタンブロット法に
て ZIP4 の発現量を定量することで、ZIP4 の
発現を促進させるサンプルを選別した。 
 
(2)本スクリーニング用細胞株には、亜鉛濃
度に応じて発現が上昇するメタロチオネイ
ンプロモーター制御のもとで分泌型アルカ
リフォスファターゼの発現を変化させる形
質を導入している。(1)で ZIP4 の発現を促進
させたサンプルについては、アルカリフォス
ファターゼの活性を測定し、ZIP4 の発現上昇
に付随して、細胞内亜鉛濃度が増加している
ことを確認した。ZIP4 発現促進活性と細胞内

亜鉛量の増加が共に認められる因子を絞り
込んだ。 
 
(3) 中圧カラム等を用いたクロマトグラフ
ィーによって、活性サンプル（粗抽出物）か
ら、活性因子の単離・同定を試みた。上述の
in vitro スクリーニング系を用いて ZIP4 発
現促進活性を認める分画を選別していき、
HPLC カラムを用いてさらに精製を進めた。こ
の操作を繰り返して単一成分まで精製でき
た画分については、NMR 解析を依頼して構造
決定した。 
 
４．研究成果 
(1) 先に樹立した培養細胞を用いたin vitro 
スクリーニング系を用いて、様々な食材や食
品からの抽出物をスクリーニングした結果、
幾つかの大豆抽出物に ZIP4 の発現を促進さ
せる活性を見出した。ZIP4 の発現増加に応じ
て、細胞内の亜鉛含量が増えるかどうかにつ
いて確認するため、アルカリフォスファター
ゼ活性を測定した結果、大豆抽出物は濃度依
存的にアルカリフォスファターゼ活性を増
加させることが判明した。さらに、亜鉛濃度
の上昇に応じて発現が上昇するメタロチオ
ネインの発現を Real time RT-PCR 法を用い
て検討したところ、大豆抽出物により、その
発現が増加することが確認できた。従って、
この抽出物中には、ZIP4 発現を促進させ、細
胞内亜鉛量を増加させる活性を有する因子
が含まれることが判明した。 
 

図１ 大豆抽出物（SA）やその精製物（S-1）は ZIP4 の

mRNA の発現には影響を与えないが（A）、タンパク質の発

現は増加させる（B）. 

 
 

 
 
 
 
 
 

図

２ 大豆抽出物（SA）は、濃度依存的に分泌型アルカリ

フォスファターゼの活性（=細胞内亜鉛量）を増加させ

る. 
 
(2) 亜鉛欠乏時に増加する ZIP4 の発現は、
(i).ZIP4 遺伝子の転写促進、(ii). ZIP4 mRNA
の安定化、(iii). ZIP4 タンパク質分解の抑



制、であることが知られる。そこで、大豆抽
出物が、これらどの段階に作用して、ZIP4 の
発現を促進させているのかについて解析し
た。Real time RT-PCR 法を用いて ZIP4 の mRNA
に対する効果を検証したところ、その発現量
には大きな影響を与えなかった。そこで ZIP4
タンパク質の分解に与える影響を解析した
ところ、大豆抽出物は、ZIP4 の分解を抑制す
ることが判明した。さらに解析を進めた結果、
大豆抽出物は細胞膜上に発現した ZIP4 のエ
ンドサイトーシスを抑制することで、その細
胞内での分解を抑制していることが明らか
となった。この大豆抽出物のエンドサイトー
シスや分解の抑制が細胞内でのgeneralな現
象でないことを確認するために、クラスリン
や脂質ラフトを介したエンドサイトーシス
経路に及ぼす影響について解析した。それぞ
れの経路のマーカー分子にトランスフェリ
ンとコレラ毒素Bサブユニットを用いて比較
解析したところ、大豆抽出物はどちらの分子
のエンドサイトーシスに対しても大きな影
響を与えないことが確認できた。従って、大
豆抽出物は、細胞膜に発現した ZIP4 のエン
ドサイトーシスを特異的に抑制することで、
その発現を高めていることが明らかとなっ
た。 

図３ 大豆抽出物は、細胞膜に発現する ZIP4 の量を増加

させる（A）.大豆抽出物は、トランスフェリンやコレラ

毒素Bサブユニットのエンドサイトーシスには影響を与

えないため（B）、ZIP4 特異的な効果であることがわかる. 

 
 
(3) 見出した大豆抽出物から活性因子を単
離同定することを試みた。中圧カラムや高速
液体などの各種クロマトグラフィーを用い
て粗大豆抽出物から活性因子の単離を試み
たところ、幾つかの画分において単一化合物
を精製することに成功した。NMR や IR などを
用いた各種機器分析にてその構造を決定し
たところ、その一つが大豆サポニンにあるこ
とを明らかにすることができた。大豆サポニ
ンは、ZIP4 の細胞膜上での発現を増加させ、
細胞内の亜鉛量も増加させることができる
ことを確認し、ZIP4 発現を促進させる活性因
子であることを実証した。 

図４ 大豆抽出物からの活性化合物の精製. （左）TLC に

より、右側精製物（沈殿画分）が単一であることを確認

した結果.（右）精製画分にも ZIP4 発現促進活性がある

ことを確認した結果. 

 
 
 亜鉛欠乏が、最近増加傾向にあることは、
上述したとおりであるが、最近、免疫機能や
神経機能を増加させるためにも亜鉛摂取が
推奨されている。特に、亜鉛サプリメントが
加齢黄斑変性の予防に効果を有することが
実証されて以来、亜鉛栄養の改善は、単に亜
鉛欠乏を防ぐためだけでなく、積極的に進め
ていくべき課題となっている。加齢黄斑変性
は、欧米での中途失明の第一の原因であり、
超高齢社会を迎えた日本においては今後、劇
的に患者数が増加すると予想される。本研究
成果の意義は今後さらに大きくなるかと予
想される。 
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