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研究成果の概要（和文）：本研究では、極性細胞でのヘム輸送体の詳細な局在を解析し、HCP1

が食餌中からの主なヘム輸送体であることを明らかにした。また、極性細胞で DMT1 が細胞膜に

輸送されるために必要な領域を示し、N 末端細胞内ドメインに在る Leu16 が重要であること証

明した。さらに、網膜色素変性症を伴う脊髄後索型運動失調症(PCARP)で発見されたヘム輸送体

FLVCR1 の変異が、FLVCR1 の局在異常をおこすことで、FLVCR1 の機能的喪失につながることを

証明した。 

 
研究成果の概要（英文）：We analyzed the localizations of heme transportes in polarized 
cells, and found that HCP1 has a role in the uptake of dietary heme. We found that 16Leu 
at N-terminal cytosolic domain of DMT1A-I was crucial for its plasma membrane localization.  
Moreover, we analyzed the function of the FLVCR1 mutants identified in posterior column 
ataxia and retinitis pigmentosa (PACARP) patients and found that their loss of heme export 
activity is caused by their missorting in the cell. 
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１．研究開始当初の背景 

 体内では鉄は主に骨髄系での赤血球合成に

利用され、またミトコンドリア呼吸鎖の補酵

素としても用いられる。ヒトは主に二つの経

路から得られた鉄を利用している。一つ目に

毎日食餌中から吸収される 1〜2mg の鉄であ

る。鉄イオンは十二指腸吸収上皮細胞頂端側

に存在する鉄輸送体 DMT1 により上皮細胞に

取り込まれ、ヘムはヘム輸送体（未だ不確定）

によって吸収される。二つ目は、マクロファ

ージに貪食された老化赤血球が分解されて鉄

として再利用される経路である。老化赤血球

の分解により生じた鉄量は一日に必要な鉄量

の 95%以上を占める。ヘムの細胞内取り込み

に必要なヘム輸送体の候補としては、現在ま

でに Heme carrier protein 1 (HCP1)と Heme 
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responsive gene-1 (HRG-1)の２種類の分子が

報告されているもののヒトでの詳細な機能に

ついては未だ不明である。ヘム分解酵素 HOの

細胞内局在について様々な報告がなされてお

り、細胞内のどの領域でヘムの分解が行われ

ているかについても不明である。また最近、

新たに三つ目の鉄供給手段として血中フェリ

チンが注目されている。しかし、フェリチン

受容体を介した鉄の取込み機構や受容体の発

現調節機構の解明など多くの課題が残されて

いる。 

  
２．研究の目的 

 本研究では以下の３つの点に注目し、ヒト

の赤血球産生に関わるメカニズムを鉄代謝の

観点から統括的に分子レベルで明らかにする

ことを目的とする。そのために以下の３項目

について明らかにするよう、研究を進めてい

く。 

（１）マクロファージでの老化赤血球から鉄

を回収する機構の解明 

 

（２）赤血球成熟過程における鉄取込み機構

の解明  

 
（３）フェリチン受容体を介した新たな鉄取
込み機構の解明と血中フェリチン値の変動
機構の解明 
 
３．研究の方法 
（１）鉄イオンおよびヘムの細胞内への取り
込み機構を明らかにするため以下の２項目
について研究を行う。 
① ヘム輸送体 HCP1・HRG-1、ヘム分解酵素
HO の非極性・極性細胞での局在の解析： 
非極性細胞として HEp-2細胞、極性細胞とし
て MDCK細胞を使用し、それぞれに HCP1、HRG-1、
HO、DMT1 を発現させ、その局在解析を行う。
② DMT1の細胞膜輸送機構の解析： 
DMT1には４つのアイソフォームがあり、その
うち DMT1A-I は極性細胞で頂端膜に局在し、
食餌中の鉄の取り込みを行っていると考え
られている。そこで、DMT1A-Iが細胞膜に局
在する機構を、種々の DMT1A-I変異体を作成
して解析する。 
 
（２）網膜色素変性症を伴う脊髄後索型運動
失調症 PCARPで発見されたヘム輸送体 feline 
leukemia virus subgroup C receptor 1 
（FLVCR1）変異体の機能解析について、以下
の２項目について研究を行う。 
① FLVCR1変異体のヘム排出機能の解析： 
FLVCR1変異体発現細胞を作成し、蛍光ヘム類
似体を用いて、ヘムの排出能力について検討
する。また過剰なヘムは細胞毒性を示すこと

を利用し、ヘム毒性に対する抵抗性の違いを
比較検討する。 
② FLVCR1 変異体の局在およびタンパク質の
安定性の解析： 
FLVCR1変異体を培養細胞に発現し、その局在
解析を行う。また、FLVCR1変異体の分子安定
性をウェスタンブロット法により解析する。 
 
４．研究成果 
 本研究課題より、（１）極性細胞でのヘム
輸送体の局在、（２）DMT1A-I の頂端膜への輸
送に必要な領域、（３）PCARP 患者で発見され
た FLVCR1 変異体の機能および局在、につい
て明らかにすることができた。 
（１）極性細胞でのヘム輸送体の局在 
 現在までに知られているヘム輸送体には
HCP1と HRG-1がある。食餌中からヘムとして
取り込まれる鉄量は、取り込まれる全鉄量の
60%にのぼり、非常に重要な鉄の取り込み戸
口である。しかし、どのような分子が食餌中
のヘムの取り込みを担っているかは明らか
ではなかった。そこで、HCP1、HRG−１を発現
する MDCK細胞を作成し、極性化させたのち、
その局在解析を行った。その結果、HCP1は頂
端膜に HRG-1は側底膜に局在することが明ら
かになった（図１）。 

 
また、ヘム分解酵素 HO についても局在解析
を行ったところ、HO は主に滑面小胞体に局在
していることが判明した。これにより、食餌
中からのヘムの取り込みは HCP1 が行ってお
り、細胞質内に取り込まれた後、HOによって
分解されていることが示唆された。 
 
（２）DMT1A-I の頂端膜への輸送に必要な領
域 
 DMT1には４つアイソフォームがあり、N末
端、C 末端の数十アミノ酸の違いにより、異
なる局在を示す。その中で、DMT1A-I は十二
指腸などの吸収上皮細胞の頂端膜に局在し、
食餌中の鉄イオンの取り込みを行う分子と
考えられている。そこで DMT1A-Iの N末端細
胞質領域に注目し、種々の欠損株を培養細胞
に発現させ、局在解析を行った。その結果、
16番目のアミノ酸を Leuから Alaに置換する
だけで、DMT1A-I が細胞膜へ局在しなくなる
ことが判明した。また、極性細胞においても
Leu16Ala 変異体は頂端膜に局在しなくなり、
このアミノ酸は DMT1A-Iが細胞膜に局在する
ために非常に重要であることがわかった（図
２）。 



 

 

 
（３）PCARP患者で発見された FLVCR1 変異体
の機能および局在 
 2010 年と 2011 年に網膜色素変性症を伴う
脊髄後索型運動失調症(PCARP)家系の遺伝子
解析が行われた結果、FLVCR1 に４種類のアミ
ノ酸置換を伴う変異が報告された。そこで、
これら FLVCR1 変異体のヘム排出能力を、蛍
光ヘム類自体を用いて解析したところ、
FLVCR1 変異体ではヘム排出能力が著しく低
下していた。また FLVCR1 変異体発現細胞で
は、ヘム毒性に対する抵抗性が顕著に低下し
ていた。以上のことから、FLVCR1 変異体はヘ
ム排出能力を喪失していることが明らかと
なった。そこで、その原因を明らかにするた
めに、FLVCR１変異体の局在解析を行った。
その結果、野生型 FLVCR1 は細胞膜に局在す
るものの、FLVCR1 変異体は、いずれも細胞内
に線維状に存在し、一部はリソソームへの局
在が観察された。さらに、FLVCR1 変異体のタ
ンパク質安定性を解析したところ、いずれも
野生型と比較して有意に分子安定性の低下
を認めた。以上のことから、FLVCR1変異体発
現細胞では、細胞内のヘムを細胞外に排出で
きないために、細胞障害を引き起こしている
可能性が示唆された（図３）。 
 
（４）本研究のインパクトおよび、今後の展
望 
 ヘム輸送体の詳細な局在解析は、ヘム輸送
体の存在が証明されて数年たったのちも、明
らかにされていなかった。本研究での、HCP1 
および HRG-1の局在解析の結果、吸収上皮細 

 
胞でのヘムの取り込み機構の解明がさらに
進むものと考えられる。今後は HCP1や HRG-1
の発現調節機構を含め、ヘム負荷時にどのよ
うな挙動をとるかについて解析をすすめる
必要がある。 
 DMT1A-I の細胞膜局在に重要な領域の解析
は、この分子が十二指腸上皮細胞において頂
端膜からの鉄イオンの取り込みに関わって
いることを裏付ける重要な証明となった。今
後は、この DMT1 の領域に結合し、DMT1 を細
胞膜にとどめておく結合分子を明らかにす
ることで、さらに十二指腸上皮細胞での鉄の
取り込み機構の解明をすすめていく。 
 PCARPで発見された FLVCR1変異体の機能解
析は世界に先駆けて行った研究であり、
FLVCR1 の変異が疾患を引き起こしている可
能性を示すことができた。しかし、PCARP 患
者では、貧血や鉄過剰症などの鉄代謝異常を
疑わせる症状は見られない。そのことから、
FLVCR１変異によって喪失したヘム排出能を、
代替的に補う機構が存在する可能性がある。
そこで、今後は、PCARP 患者由来の細胞や、
FLVCR1 変異体発現動物を用いて、FLVCR1 と
PCARP との関連性を探索する必要がある。 
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