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研究成果の概要（和文）：人の生体維持に必須の微量元素である鉄を小腸の腸管上皮細胞で取り込む際には、膜
内在型の還元酵素であるDcytbが重要な役割を担っている。しかし、これまでの研究では鉄イオンの配位子さえ
明らかになっていなかった。本課題ではDcytbのX線結晶構造解析と分光法・生化学的な機能解析により、鉄還元
のための電子の移動や鉄イオンの結合に関する構造的基盤を明らかにした。また、ヘムの輸送タンパク質に関連
した解析では、古くなった赤血球からのヘム鉄の再利用に関して新たな現象を発見した。

研究成果の概要（英文）：Dietary iron absorption is regulated by duodenal cytochrome b (Dcytb), an 
integral membrane protein that catalyzes reduction of non-heme Fe (III) by electron transfer from 
ascorbate across the membrane. This step is essential to enable iron uptake by the divalent metal 
transporter. The current study provides structural insight into the function of Dcytb, one of the 
two duodenal proteins that are required for the uptake of dietary non-heme iron. In combination with
 the biochemical studies, this work also provides structural insight into how ascorbate enhances 
iron uptake and how several potential iron ligands found in various foods promote or inhibit iron 
uptake. Ultimately, knowledge of the structure of Dcytb should enable development of new, 
structure-based strategies for promoting the reduction of dietary iron and thereby enhancing the 
bioavailability of this essential nutrient.

研究分野： 構造生物化学

キーワード： ヘムタンパク質　電子伝達　X線結晶構造解析　ビタミンC

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
鉄をはじめとする生体内の金属元素の多くはさまざまな生体内でのプロセスに必須であるが、過剰に体内に存在
すると細胞にとって有毒となるため、体内の濃度は綿密に調整されている。本課題が実施したDcytbの解析で
は、ビタミンCによって小腸での鉄分の吸収が促進される仕組みを立体構造の見地から明らかにした。鉄の輸送
と代謝のメカニズムは様々な疾病や病原菌の感染にも関与していることから注目されており、鉄過剰症や貧血と
いった制御のバランスが崩れて引き起こされる疾病の発症のメカニズムの理解や治療法の開発などへ発展すると
期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 
 

鉄をはじめとする生体内の金属元素の多くはさまざまな生体内でのプロセスに必須のコファク

ターであるが、逆に過剰に体内に存在すると有毒となる。そのため、体内の濃度は綿密に調整さ

れている。ヘモクロマトーシスに代表される鉄過剰症や貧血は、このバランスが崩れた結果と考

えられる。これまでに小腸における非ヘム鉄の吸収の分子メカニズムは盛んに研究されてきた。

ヘム鉄の代謝についても、エンドソームから細胞質ヘの受け渡しも含め、脊椎動物での分子生物

学的な情報がここ 10 年間でようやく解明されてきた。本課題は、特に鉄イオンの輸送システム

に注目し、中心的役割を果たす膜タンパク質の X 線構造解析 1に加え、分光法や細胞を用いた機

能解析やヘム代謝物の分析 2などを行うことで、生命が発達させてきた「生体金属のホメオスタ

シスの分子メカニズム」に迫った。 

(1) 小腸での非ヘム鉄の吸収：Dcytb が還元した鉄は DMT-1 によって膜輸送される 

ヒトでは食物からの鉄イオンの吸収は小腸で行われる（図１）。食物中の鉄はおもに 3 価で存

在するので、何らかの形で 2 価に還元されなければ吸収されない。その理由は、膜内の二価金

属輸送タンパク質 Divalent Metal ion Transporter-1 (DMT-1)を介して腸管上皮細胞内に取り込ま

れるためである 3。 Fe3+は腸管の上皮細胞膜内に発現している Duodenal cytochrome b (Dcytb)
というヘム酵素によって Fe2+に還元される 4。還元に必要な電子は細胞内のビタミン C（アス

コルビン酸, 以後 Asc と略）から供給される。野菜や果実を食べると鉄分の吸収が促進されて

いるということは古くから栄養学的に知られていたが、DMT-1 と Dcytb という 2 つのタンパ

ク質の機能が同定されたことにより確認証明されている。 

 

図 1. 小腸上皮細胞で鉄イオンを吸収する際に、鉄還元酵素とトランスポーターが機能する 

(2) 老化した赤血球からヘム鉄は再利用される 

食餌に加えて赤血球分解によるヘムの再利用によりヘム鉄が獲得されることが明らかになっ

ている。寿命が尽きた赤血球はマクロファージの貪食によって分解される（図 2）。その際に

ヘムを細胞内小胞であるファゴリソソームから細胞質へと輸送するのが HRG-1（Heme 
Responsive Gene 1）というヘムトランスポーターである 5。しかし、他のトランスポーターフ

ァミリーとはアミノ酸配列に相同性がなく、エネルギー駆動力も不明である。 
 
２．研究の目的 
 
(1) Dcytb は「膜貫通領域を縦断する電子移動」と「鉄イオンの結合・解離」という分子機能を

もつ。立体構造と生化学的な機能解析、そして電子移動反応の解析により、秩序ある電子の

受け渡しや鉄イオンの結合がどのような制御でなされているのか、その構造的基盤を明らか

にする。 
(2) 小腸上部（十二指腸）の柔毛の表面には粘膜上皮細胞が極性をもって一層に並んでおり、そ

れらの細胞の腸管腔側に面した細胞膜に Dcytb が局在している。これを模した状態のヒト培

養細胞に Dcytb を発現させた系を構築し、鉄還元活性と DMT-1 による膜輸送との関連を明

らかにする。また、酵母に発現させた Dcytb の機能を評価する系を構築し、ヒト由来 Dcytb
のＸ線結晶構造解析により明らかになった特徴と細胞での機能との関連を明らかにする。 

(3) HRG-1 をコードする遺伝子を破壊したマウスの解析を行うことで、ヘムの再利用における



膜輸送の仕組みを明らかにする。 
 

３．研究の方法 
 

(1) X 線結晶構造解析 
Dcytb を大腸菌膜に発現させ、界面活性剤存在下で精製を行った。脂質キュービック相法

（LCP 法）によってサイズが約 5 μm の微小結晶が得られ、X 線回折データは SPring-8 
BL32XU の自動データ収集システム Zoo6を利用した。基質フリー型の結晶と、ソーキングに

よって Zn2+および Asc 結合型の結晶を調製した。いずれも 900 個以上の微小結晶から測定し

た small wedge データ(5°/結晶)に対して、プログラム KAMO7を利用して格子定数のクラスタ

ー解析に基づいたマージを行うことで構造解析に最適なデータセットを得た。 
(2) 分光解析 

Dcytb は補欠因子としてヘムを含んでいるため、酸化還元状態の変化は可視光吸収スペクト

ルに反映される。界面活性剤（n-dodecyl-β-D-maltoside）で精製した状態、あるいはナノデ

ィスクに再構成した Dcytb について、アスコルビン酸による還元型への反応速度を stopped-
flow 装置による測定で求めた。また、結晶構造から示唆されたアスコルビン酸結合部位の解

析を行うために、変異体について測定を行い、その結果を野生型と比較した。また、共鳴ラ

マン分光法によってヘムの分子構造および配位環境を取得するとともに、金属イオンの滴定

によるスペクトル変化を測定し、ヘムの精緻な構造変化を追跡した。 

(3) ヒト培養細胞を用いた鉄還元機能の解析 

小腸上部の柔毛の表面には粘膜上皮細胞が極性をもって一層に並んでおり、それらの細胞の

腸管腔側に面した細胞膜に Dcytb が局在している。このような状態を、プラスチックプレー

トのウェル内にセットした培養カップの底に Caco-2-kh 細胞 8 を敷き詰めることで再現し

た。この細胞に Dcytb 遺伝子を導入し、Dcytb を発現させた後、カップの中に酸化鉄を含む

反応液を加えてインキュベートした後に、細胞内の Fe2+を蛍光または呈色試薬を用いてモ

ニターすることで Dcytb の変異による鉄イオンの吸収への影響について検討した。 

 

図 2. ヒト腸管モデル細胞（Caco-2-hk）での鉄取り込み活性測定系の構築 

(4) X 線粉末回折 
研究協力者の Iqbal Hamza（メリーランド大学）らによって HRG-1 遺伝子のノックアウト

（KO）マウスが作製されており、表現型の様々な解析の中で、脾臓組織に蓄積した黒色の小

片の分析を X 線粉末回折法で行った、脾臓から分離抽出した不溶性画分を石英キャピラリ

ーに封入して SPring-8 BL02B2 で X 線粉末回折データを収集した。そしてリートベルト解析

によって構造決定を行った。 
 

４．研究成果 
 

(1) Dcytb の X 線結晶構造：小腸でビタミン C が鉄吸収を促進する仕組みを解明 

Dcytb は単量体（286 残基）あたり 6 つの膜貫通ヘリックスと補欠因子として 2 つのヘムを有し、

2 量体を形成していた（図 3）。細胞質の Asc から電子を受け取り、分子内電子移動を経て細胞外

（管腔側）の 3 価鉄を 2 価に還元していると考えられてきた。予想通り、結晶構造では Dcytb の

細胞質側に Asc が結合していた。一方、管腔側の表面ポケットでは Fe2+を mimic するために加

えた Zn2+が His108 側鎖に結合していた。興味深いのは、この Zn2+に配位する形でもう一つの Asc
が結合していたことである。ただし、こちらは実際には Asc ではなく、酸化型のモノデヒドロア



スコルビン酸 (MDA) の水酸基からプロトンが解離した状態で配位していると考えられる。Fe3+

と Zn2+の競合実験・変異体解析やアミノ酸残基の保存性からも、この His 残基が Fe3+結合部位だ

と推察される。これらの結果は、Asc は細胞質からの電子供与体として利用されるだけでなく、

管腔側でも MDA として電子伝達を媒介し、キレーターとしての役割を担っていることを示す。 

 
図 3.  ヒト Dcytb の結晶構造.1  ダイマー構造を形成している（左パネル）。モノマーあた
り 2 分子のヘムを含み、それぞれ 2 つの His 残基が配位している（中央）。細胞質側と管腔
側の分子表面でヘムの近傍には、それぞれ Asc および Zn2+-MDA 結合部位がある（右）。こ
の Zn2+-MDA 結合部位に Fe3+がキレーターと複合体を形成しながら結合すると考えられる。 
 

A           B 

 

(2) Dcytb のカイネティクスおよび分光解析 

野生型および細胞質側の分子表面にある 3 つの塩基性残基の変異体 Dcytb について、Asc によ

る還元型への反応速度を stopped-flow 装置を用いて求めた。その結果、それらの残基が還元反応

に重要であることを確認した 1。また、共鳴ラマン分光法によって Dcytb の補欠因子であるヘム

の配位環境を取得した。Asc 存在下で鉄イオンの滴定によるスペクトル変化を測定し、ヘムの精

緻な構造変化を追跡するとともに、亜鉛イオンの解離定数 （Kd=0.5 mM）を求めた 1。 
(3) ヒト培養細胞を用いた非ヘム鉄の還元反応と輸送機構の解析 

Caco-2-kh 細胞に野生型ならびに変異体の Dcytb を発現させ、Fe3+添加後の細胞内の Fe2+濃度

を比較した結果、Dcytb 遺伝子を導入していないコントロールに比べて、野生型および鉄イオン

結合残基周辺の変異体で大きな変化が見られなかった。この結果については不明な点が多いが、

鉄還元機能を持つ他の因子が存在する可能性も考えられる。一方、Dcytb の C 末端を 10 残基ず

つ削除した変異体では、細胞内の Fe2+濃度が高くなっていった。細胞質側に露出する C 末端領

域は結晶中で disorder していたが、遺伝性のヘモクロマトーシス（鉄過剰による臓器・組織の障

害）の患者ではこの領域に変異がみられることが報告されている 4,9。 したがって、Dcytb の C
末端領域が細胞内に取り込まれた Fe2+の輸送に関わっている可能性もあり、この領域が欠損する

と細胞内に鉄が停滞して蓄積するという仮説をたてるに至った。今後、Dcytb の C 末端領域と細

胞内外の鉄動態との関連について分子レベルで明らかにする必要がある。 

図 4. 酵母細胞を用いた
鉄還元活性の測定.1 

 
(A) Zn2+と Fe3+は Dcytb
への結合で競合する。
(B) Dcytb の金属結合部
位の変異は活性に影響
を与える。 



(4) 哺乳類のヘム再利用において Hemozoin の生成がヘムの毒性を回避する 2 

HRG-1 の遺伝子を破壊したマウスの膵臓や骨髄は黒く着色していた（図 5）。組織から黒い蓄

積物を抽出し、有機溶剤で可溶化した試料の可視光吸収スペクトルはヘムと同様の特徴を示し

た。黒片を固体のまま分離して SPring-8 で X 線ビームを照射すると同心円状の回折パターンを

示した。そして、X 線粉末回折法によって立体構造の決定に成功した。ヘムが有する 2 つのプロ

ピオン酸のうち、一方は隣のヘム分子の鉄に配位し、他方は別の分子のプロピオン酸と水素結合

することで多量体化する相互作用が明らかとなった。この構造はマラリア原虫で観察される細

胞内結晶である hemozoin というヘムの多量体構造と完全に一致していた。マラリア原虫が感染

してヒトの血液から鉄源としてヘムを奪い取ったあとに、余剰のヘムを hemozoin の形態で酵素

を介して蓄積することが知られており、これまでに原虫以外の生物からは発見されていない。今

回の KO マウスの解析からは、ヘム代謝の生理学において 2 つの大きな意義がある。まず、HRG-
1 の生理機能が古い赤血球からヘムを再利用する際の膜輸送体であることを裏付けたこと。そし

て、ほ乳類でも hemozoin の生成によってヘムの毒性を回避できる可能性が示唆された 2。

hemozoin の生成機構については、細胞生理学・生化学的に今後さらに解析が必要である。 

 

図 5.  HRG-1 ノックアウトマウスの臓器に蓄積した結晶性のヘム 2 
(A) 黒く着色した膵臓と骨髄. (B)骨髄マクロファージに Feが蓄積. (C) 脾臓から分離した蓄積物. 
(D) X 線粉末回折で決定した蓄積物の分子構造はマラリア原虫の hemozoin 結晶と同じであった. 
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