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研究成果の概要（和文）：鉄は全ての生物の生命維持に必須の金属元素である。生物は、種々のタンパク質の介
助によって鉄イオンを輸送し利用しているが、その詳細な分子機構は未解明であった。本研究では、ヒトが食物
から獲得した鉄栄養素を腸管上皮細胞で吸収し血管へと輸送する仕組みを詳細に解明するために、新たに同定さ
れた細胞内鉄イオン輸送タンパク質（鉄シャペロン）を主な研究対象とした。鉄シャペロンが鉄イオンを渡す相
手となるフェリチンなどの生体内鉄動態に関連するタンパク質との相互作用を検討し、それらのタンパク質間で
の鉄イオン授受機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Iron is essential for the survival of all living organisms and is 
transported and utilized in the body with the assistance of various proteins; however, detailed 
molecular mechanisms have not been elucidated. In this study, we focused on a newly identified iron 
transport protein (iron chaperone) localized in the cytoplasm to clarify the detailed mechanisms by 
which dietary iron in humans is absorbed by the intestinal epithelial cells and transported to the 
bloodstream. We investigated the interaction of the iron chaperone with proteins related to iron 
dynamics, and clarified the properties of the iron chaperone and the mechanism of iron transfer to 
related proteins.

研究分野：生物無機化学、生命金属科学、蛋白質科学、生化学

キーワード： 鉄輸送タンパク質　細胞内鉄動態　鉄栄養素の吸収

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
鉄イオン吸収に関する研究は、医科学や栄養学的な観点で発展してきたが、タンパク質レベルでの機能制御機構
は理解されていない。そのため、鉄イオンの輸送に関わるタンパク質の分子機構を詳細に解明することは、鉄代
謝異常による疾病の理解や鉄栄養素の効率的で無害な摂取方法や新たな鉄剤の開発への端緒となる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
ヒトは「鉄」を栄養素（鉄イオンやヘム鉄など）として食物から獲得し、感知・輸送・貯蔵・
再利用することにより体内に維持している。体内の鉄は、呼吸により取り込まれた酸素の運搬貯
蔵・エネルギー生産・遺伝子などの重要物質の合成・毒素の分解といった生命維持に重要な生理
機能を担っているため、鉄は生命維持に必須の金属栄養素である。しかし、体内に蓄積された過
剰な鉄は活性酸素の発生源となるため、生体内の鉄濃度は厳密に制御されているが、ヒトでは制
御可能な鉄の排出経路がないため、鉄の吸収調節が生体内鉄濃度の恒常性維持における最も重
要なステップとなる。通常、ヒトでは十二指腸（小腸上部）の柔毛を形成する粘膜上皮細胞で鉄
栄養素を吸収することが、唯一の鉄獲得の手段となっている。食物を消化して獲得した鉄イオン
は、十二指腸の柔毛表面を覆う粘膜上皮細胞の腸管腔側の細胞膜に局在する膜貫通型鉄還元酵
素 Dcytb (Duodenal cytochrome b) によって酸化鉄 Fe3+から還元鉄 Fe2+に還元された後、2価金属
トランスポーターDMT1 (Divalent metal transporter 1) により細胞質へと輸送される[1]。細胞質に
取り込まれた Fe2+は、鉄輸送シャペロン PCBP (poly rC binding protein) に結合し、鉄貯蔵タンパ
ク質フェリチンへと運ばれるか、毛細血管側に放出され血清タンパク質に結合し血流にのって
全身を巡ることが報告されていたが[2]、PCBPによる細胞内輸送や他のタンパク質との間での鉄
イオンの授受機構は原子・分子のレベルでは未解明であった。 
上記のような鉄輸送に関わるタンパク質の機能不全により鉄代謝のバランスが崩れると、鉄
欠乏あるいは鉄過剰となり生命維持に危険をもたらしてしまう。そのため、細胞内鉄イオンの輸
送に関わるタンパク質の分子機構を解明することは鉄栄養素の効率的で無害な摂取方法や鉄代
謝に関わる疾病への理解につながると考え、本研究課題に着手した。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、ヒトの腸管上皮細胞内に吸収された鉄イオンが細胞内を安全に効率よく輸
送される仕組みをタンパク質レベルで精密に解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究課題では、ヒト由来 PCBP ならびにフェリチンの組換えタンパク質を用いて、以下
(1)(2)(3)を進めた。 
 
(1) PCBPにおける鉄イオン結合特性の検討 
 PCBP 精製標品に含まれる Fe2+を金属指示薬 Nitroso-PSAP を用いた比色定量法ならびに ICP
発光分析により定量した。また、PCBPにおける Fe2+結合の pH依存性についても検討し、PCBP
が Fe2+を安定に結合できる条件を決めた。PCBPに Fe2+が結合しているかどうかは、大型放射光
施設 SPring-8のビームライン BL14B1にて X線吸収微細構造（XAFS）を測定して確認した。 
 
(2) 鉄イオンの結合に伴う構造変化の検討 
  アポ型ならびに Fe2+結合型 PCBP について、サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）、mass 
photometry測定、SPring-8のビームライン BL38B1にて X線小角散乱（SAXS）測定を行い、各
状態の会合状態や形状を解析した。 
 
(3) PCBP とフェリチンの相互作用の検討 
 ヒトのフェリチンは 2種類のサブユニット [ H鎖（約 21 kDa）と L鎖（約 19 kDa）] の組み
合わせにより構成される 24量体の球状タンパク質である。フェリチンは鉄酸化酵素として機能
する H 鎖を用いて Fe2+を Fe3+へと酸化し、内部にある空洞に鉄を貯蔵する働きをしている [3]。 
本研究では、ヒト由来フェリチンの H鎖のみ、L鎖のみで 24量体を形成した組換えフェリチン
を調製し、上記(1)(2)の実験で使用した品質の組換え PCBP と混合して、サイズ排除クロマトグ
ラフィー、mass photometryならびに X線小角散乱（SAXS）により、それらの複合体化や相互作
用について検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) PCBPにおける鉄イオン結合特性 
 PCBP精製標品に含まれる Fe2+を定量すると、鉄を含まないアポ型の状態で精製されているこ
とがわかった。アポ型の PCBP精製標品に対して、2価鉄または 3価鉄を含む塩化鉄ならびに硫
酸アンモニウム鉄を添加すると、Fe2+で PCBP に結合し、Fe3+では結合しないことを明らかにし
た。また、pH5.5から 9.0の条件で硫酸アンモニウム鉄(II)を添加すると、pH7.5-8.0で Fe2+の結合



数が最大となり、pH5.5～6.5 の酸性条件では Fe2+の結合はみられなかった。したがって、PCBP
は pH7.5-8.0で Fe2+を結合しやすい性質をもつと考え、(2)(3)は pH7.5の条件で実施した。 
 
(2) 鉄イオンの結合に伴う構造変化 
  アポ型ならびに Fe2+結合型 PCBPの会合状態を明らかにするために、数 nMレベルの希薄試料
でも分子量分布解析が可能な mass photometry測定を行った。その結果、Apo型では単量体：二
量体：三量体が 2：2：1の比率で存在するのに対し、Fe2+を結合するとほとんどが二量体になる
ような会合状態の変化がみられた。さらに、これらの状態について、サイズ排除クロマトグラフ
ィー融合型 X線小角散乱（SEC-SAXS）測定を行ったところ、アポ型と Fe2+結合型 PCBPはいず
れも慣性半径（Guinier 
Rg）は約31Å、最大長Dmax

は約 100Åとなり、形状
には大きな差がない結果
となった。SAXS のパラ
メーターから推測された
形状モデルと AlphaFold2 
[4] で予測した PCBP の
立体構造を重ね合わせて
みると、PCBPにはフレキ
シブルなループ領域があ
るため、単量体と二量体
では全体の形状は類似し
ている可能性が示唆され
た（図 1）。 
  
(3) PCBP とフェリチンの相互作用による効率的な Fe2+授受機構 
 PCBPがフェリチンに Fe2+を渡す鉄輸送シャペロンの役割を担うことは細胞生物学的研究によ
り提案されている[2]が、Fe2+授受における分子機序は全く未解明であった。本研究では、H鎖の
み、L 鎖のみの 24 量体フェリチンを調製し、アポ型ならびに Fe2+結合型の PCBP との相互作用
を調べるために、SEC分析, mass photometry測定, SEC-SAXS測定を行った。その結果、Fe2+結合
型 PCBP は H 鎖フェリチンと複合体を形成し、L 鎖フェリチンでは形成しないことを明らかに
した（図 2A）。また、H 鎖フェリチンと Fe2+結合型 PCBP について、モル比が 1:10 の混合物の
SEC-SAXS測定を行い、SAXSパラメーターから複合体の形状を算出した。その形状は H鎖フェ
リチンだけの形状とは異なっていたため、H 鎖フェリチンの結晶構造ならびに(2)において
AlphaFold2で予測した立体構造を用いてモデルを組むと、24量体の H鎖フェリチン 1個に対し
て二量体の PCBP が 1 個
結合していることが予測
された（図 2B）。 
これらの結果から、鉄酸
化酵素として機能するた
めの活性部位を有するフ
ェリチンのH鎖に対して、
PCBPが選択的に Fe2+を供
給することにより、細胞毒
性の高い Fe2+を速やかに
Fe3+へと変換できるため、
細胞内では PCBP を用い
ることで安全に効率よく
鉄イオンが受け渡しされ
ると考えた。 
 
 以上(1)(2)(3)の結果をまとめ、国内外の関連学会にて報告した。 
 
[引用文献] 
1. N. Andrews (2000) Nature Reviews Genetics 1, 208-217. 
2. H. Shi, et al. (2008) Science 320, 1207-1210. 
3. P. M. Harrison and P. Arosio (1996) BBA 1275, 161-203. 
4. J. Jumper, et al. (2021) Nature 596, 583-589. 
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