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研究成果の概要（和文）：申請者はセルロプラスミンからトランスフェリンへの鉄イオン移動に亜鉛イオンが必
要なことを発見した。亜鉛欠乏状態になると生体内の鉄が利用しにくくなり、鉄欠乏性貧血になることが考えら
れる。本研究では鉄代謝経路にどのように亜鉛が関わるかについて解析するため、亜鉛結合セルロプラスミンと
トランスフェリンの結合能を測定し、亜鉛セルロプラスミンの構造予測および亜鉛結合セルロプラスミンとトラ
ンフェリンの複合体構造の予測を行った。その結果、亜鉛イオンがセルロプラスミンに結合し、亜鉛イオンが静
電的な結合を助けることでセルロプラスミンとトランスフェリンが結合することが分かった。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that many patients with iron deficiency anemia have 
concomitant zinc deficiency. We found that zinc ions are required for the transfer of iron ions from
 ceruloplasmin (Cp) to transferrin (Tf). Zinc deficiency may lead to iron deficiency anemia because 
iron is not readily available in the body. In this study, to analyze how zinc is involved in the 
iron metabolism pathway, the interaction of ceruloplasmin to transferrin, the structural prediction 
of zinc ceruloplasmin, and the complex structure of zinc-bound ceruloplasmin and transferrin were 
predicted. The results of this study are expected to lead to the elucidation of the etiology of zinc
 deficiency anemia.

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
鉄欠乏貧血者の多くは亜鉛欠乏を併発していることが報告されている。しかしながら、鉄欠乏性貧血と亜鉛欠乏
の関連性について分子レベルにおいてほとんどわかっていない。申請者らは、鉄代謝機構に亜鉛が直接関わるこ
とを発見しており、本研究の成果は、亜鉛欠乏性貧血の病因解明につながることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
潜在性鉄欠乏の有病率は世界人口の約 65％と WHO/UNICEF/UNU で共同報告されている。

また亜鉛欠乏者は世界人口の約 25％と試算されている。鉄欠乏貧血者の多くは亜鉛欠乏を併発

していることが報告されている。しかしながら、鉄欠乏性貧血と亜鉛欠乏の関連性について分子

レベルにおいてほとんどわかっていない。  

フリーの Fe(Ⅱ)はフェントン反応により活性酸素を発生させる。また、フリーの Fe(Ⅲ)は水

に非常に不溶である。よって、セルロプラスミン（Cp）によって酸化された鉄がトランスフェ

リン（Tf）へ安全に運ばれるためには、Cpと Tfは直接結合していることが推測されるが、その

結合はこれまで観測されていなかった。申請者は Zn(II)結合 Cpが Tfと直接結合することを表

面プラズモン共鳴法（SPR）と等温滴定型熱量測定（ITC）により明らかにした。また、Zn(II)

結合Cpから Tfへ鉄を輸送したあと、鉄結合 Tf(Fe2Tf)は Zn(II)Cpから外れることがわかった。

これらの結果から、亜鉛の結合により Cpから Tfへ Fe(Ⅲ)が安全に輸送することを解明した。  

また、Cpは細胞外への鉄放出に関わっており、マクロファージや腸管上皮細胞膜に存在する鉄

放出タンパク質であるフェロポルチン(Fpn)から Fe(Ⅱ)を受け取り酸化させ、Fe(Ⅲ)を Tf へ受

け渡す役割を担っていることが考えられている。実際、Cpが減少する銅欠乏症や無セルロプラ

スミン血症では肝臓や脾臓などに鉄が沈着する。しかしながら、in vitroで Fpnと Cpの結合は

観測されていない。もし、この結合に亜鉛が関わっているならば、亜鉛は細胞外への鉄放出に関

わっていることとなる。したがって、亜鉛欠乏症になると細胞内の貯蔵鉄が利用されにくくなり、

赤血球などに含まれる機能鉄が減少する鉄欠乏性貧血になることが考えられる。  

本研究では細胞外への鉄放出に関わるタンパク質間の相互作用解析とそこに亜鉛イオンが関

わるかについて調べることで、亜鉛欠乏性貧血の解明を試みた。  
 
 
２．研究の目的 
鉄欠乏性貧血者の多くは亜鉛欠乏を併発していることが報告されている。セルロプラスミン

(Cp)からトランスフェリン(Tf)への鉄イオン移動に亜鉛イオンが必要なことを発見した。このこ

とから亜鉛欠乏状態になると生体内の鉄が利用しにくくなり、鉄欠乏性貧血になることが考え

られる。よって、本研究 では鉄代謝経路にどのように亜鉛が関わるかについて、さらに発展さ

せる。具体的な計画と して、亜鉛結合 Cp と Tf の複合体における結合サイトおよび構造解析、 

2. Cp から Tf への鉄イオンの移動経路の解明と亜鉛イオンとの関係性についての研究を行う。 

 

３．研究の方法 

タンパク質―タンパク質間相互作用解析 

ITC 解析: 熱量測定実験は，MicroCal VP-ITC システム（Malvern Instruments, Malvern, UK）

を用いて行った。16.2µMの Cpと 91.2µMの apo-Tf の溶液を，それぞれ 427µMと 3.30mM の Zn(II)

で滴定した。 16.2µMの Cp と 91.2µMの apo-Tf の溶液は，それぞれ 427µMと 3.30mM の Zn(II)

で滴定し，11.8µMの Cp と 12.5µMの Zn(II)3Cp の溶液は 150µMの apo-Tf で滴定し，11.8µMの

Cpと 12.7µMの Zn(II)3Cp の溶液は，それぞれ 150µMと 145µMの Fe(III)2Tf で滴定した。すべて

のタンパク質とイオンは，25℃の生理塩水（ＰＳＳ）緩衝液（pH7.4）に溶解した。各滴定は，

300 秒の間隔で 58 回の注入を行い，注入量は 5µLとした。溶液はセル内で 286rpm で撹拌した。

Kd 値およびエンタルピー変化（ΔHobs）は，MicroCal Origin ソフトウェア（ver.7.0；Northampton, 

MA, USA）で提供されているCpへのZn(II)の結合に対する結合部位モデル，またはTfへのZn(II)



の結合に対する逐次的な結合部位モデルを用いて，積分温度から計算した。実験は 25℃で行っ

た。 

 

SPR 解析 

BIACORE X システム（GE Healthcare, Chicago, IL, USA）を用いて，Cpと Tf，Cp と金属イオ

ンの結合に対する SPR 応答を評価した。Cp は、メーカーの指示に従い、アミノカップリングキ

ット（GEヘルスケア）を用いて、CM-5 センサーチップ上に 1,300 レスポンスユニット（RU）で

固定化した。測定条件は，流速 20µL/min（PSS 緩衝液，pH7.4），注入量 40µL，温度 25℃で行っ

た。Apo-Tf，Fe(III)2Tf，および金属イオンは，PSS ランニングバッファー（pH7.4）に溶解した。 

 

亜鉛結合 Cp-Tf 複合体の分子モデリング 

亜鉛結合 Cp および亜鉛結合 Cp-apoTf 複合体の構造モデルは、BIOVIA Discovery Studio 2021

を用いて構築した。複合体の構造モデルの構築には，BIOVIA Discovery Studio 2021(Dassault 

Systems S.E.)を用いて構築しました。Cpと apoTf の結晶構造は、ヒト血清 Cp (PDB ID: 2J5W)

とヒト血清apoTf (PDB ID: 2HAV)をそれぞれ使用した。Cpの亜鉛イオンの結合部位については，

MetalIon Binding Site Prediction Method (http://bioinfo.cmu.edu.tw/MIB/)を用いた。 

モデル化された複合体構造は、分子動力学シミュレーションとエネルギー最小化により、エネル

ギー的に緩和された。エネルギー的に緩和された複合体構造は、分子動力学シミュレーションと

エネルギー最小化 Insight II すべての相互作用と距離に依存する定数について、10Åのカット

オフを用いて定数を設定した。 

 
 
４．研究成果 

Zn(II)の非存在下では、ITC および SPR 測定において、Cp は apoTf または Fe(III)2Tf と相互作

用しないことが確認された（図 1）。SPR 実験では，センサーチップに固定化されたフローセルに

Zn2Tf を注入すると，濃度依存的に RU が上昇した（図 2） Zn2Tf 複合体の Zn(II)は Cp に移行し

やすいため，apoTf は Zn(II)が結合した Cp に結合するのではないかと考えられた。この仮説は、

ITC 分析の結果によって裏付けられた。Cp と Zn(II)の混合物（Cpの濃度に対して 3倍過剰）と

apoTf を用いた熱量測定では、Zn(II)を結合した Cp と apoTf の間に相互作用が見られた[Kd = 

4.2±0.3 µM、n = 0.64 (Cp:apoTf = 1:0.64)]（図 3a）。しかし、Zn(II)が結合した Cpと Fe(III)2Tf

との相互作用はほとんど見られなかった（図 3b） 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. SPRによる Cpと Zn2Tfとの相互作用解析 図 1. ITC による亜鉛非存在下における

Cpと apoTfとの相互作用解析 



 

 

図 3. ITCによる Zn(II)3Cpと apoTf (a)および Fe(III)2Tf (b)との相互作用解析 

 

センサーチップに Cpを固定化したフローセルに Zn(II)を注入すると，わずかではあるが濃度依

存的な RUの増加が見られ（図 4a），Cpへの Zn(II)の結合がタンパク質のコンフォメーションを

変化させたことが示された。さらに，他の金属イオン（Cu(II)，Ni(II)，Co(II)，Mg(II)，Ca(II)，

Al(III)，Fe(II)）の Cp への結合についても調べた。これらの中では、Zn(II)が最も大きな RU

の増加を示した（図 4b）。 

 

 

図 4. SPRによる Cpと亜鉛イオン (a) および他の金属イオン (b)との相互作用解析 

 

我々は、Zn 結合 Cp と apo-Tf のドッキングシミュレーションを行い、両者の相互作用の分子的

詳細を調べた。Metal Ion Binding Site Prediction Method を用いて Cp分子上の Zn(II)結合

サイトを検索した。ITC 測定の結果、Cpは 3つの亜鉛イオンと化学量論的に結合することがわか

った。そこで、44個の候補の中から、タンパク質の表面付近で有効性の高い 3つの Zn(II)結合

サイトを選択した。Tf の N1 サブドメインの先端にある Lys 280 は、Cpのドメイン 6の Glu 931、

Glu 932 と Cp のドメイン 2の Asp 230 の間にドッキングする（図 5a）。Cp のドメイン 4は、apo-

Tf の N1 サブドメインと N2 サブドメインの間にある開いた裂け目にぴったりとはまる。apo-Tf

の C2 サブドメインの先端にある Lys 552 は、Cp ドメイン 2の Asp 233 と Cp ドメイン 4の Glu 

591 と Glu 593 に囲まれた凹部にぴったりと収まる（図 5b）。Cpドメイン 6は、apo-Tf の C1 サ

ブドメインと C2サブドメインの間の裂け目にちょうど収まる。Cpは、おそらく Zn(II)の介在に

(a)                                 (b) 



より、N-lobe と C-lobe の両方に開いたクレフトを持つ apo-Tf と相互作用することができる。

しかし、閉じたクレフトを持つ Fe(III)2Tf は、Zn(II)が結合した Cpとドッキングすることはで

きないことが推察される。 

 
まとめ 

本研究では，分光光度計，ITC，SPR，ドッキングシミュレーションを用いて，特に Cp と Tf との

相互作用を調べることにより，Cpから Tf への鉄の移動に亜鉛が関与していることを明らかにし

た。PSS 緩衝液中で Cp と Zn(II)を共存させると、Fe(III)2Tf 複合体の形成が促進された。今後

の研究として、Cp と Tf の複合体と鉄くみだしタンパク質であるフェロポルチンとの関係を明ら

かにするため、引き続き研究を継続させる予定である。 

 
 

 
 
図 5. 分子モデリングによる亜鉛結合 Cp と Tf の複合体構造. (a) Tf-N lobe と Cp, (b)Tf-

Clobeと Cp 
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