
鉄は，赤血球のヘモグロビンの構成成分として酸素の運
搬，筋肉のミオグロビンの構成成分として主に筋肉細胞内
の酸素の貯蔵に働くとともに，生体内の電子伝達などの酸
化還元反応に関わる酵素の成分として役割を担っている。
そのため，鉄の摂取不足は貧血を招くことにつながる。日
本人の鉄の平均摂取量は，とくに女性において，食事摂取
基準の定める推奨量を下回っている�1）。生体内の鉄の損失
は腸粘膜や皮膚の剥離によって起こるわずかなものである
が，慢性的な鉄摂取不足が続くと，貯蔵鉄が減少し，ヘモ
グロビン合成に支障をきたして鉄欠乏性貧血に陥る�2）。と
くに若年層女性では，過度なダイエットによる栄養不足か
ら引き起こされる鉄欠乏性貧血もみられている�3）。そのた
め，体の成長，月経，妊娠期といった鉄の需要が増す年代
における鉄欠乏性貧血が問題となっている。

われわれが摂取する鉄の化学形態は動物性食品に含まれ
るヘム鉄と植物性食品に含まれる無機鉄（非ヘム鉄）に分
けられ，食物から摂取される鉄の約 90% はヘム鉄である

と報告されている�4）。鉄の吸収効率は化学形態によって異
なり，一般にヘム鉄が高く，無機鉄は低いとされている。
これらのことから食事から鉄を有効な形態で摂取すること
が推奨されている。そのため，鉄不足を補うサプリメント
として，ヘモグロビンを主成分とするヘム鉄が利用されて
いる。われわれが以前行ったラットを用いた栄養試験にお
いて，ヘム鉄よりも無機鉄（硫酸鉄）の方が鉄の利用効率
が高い結果が得られているが，見かけの吸収率はほぼ同じ
という矛盾が生じていた�5）。以前の実験において矛盾した
結果が得られたことから，本研究では鉄源をヘモグロビン
および硫酸鉄とした餌料をラットに給餌し，代謝ケージを
用いて見かけの吸収率を求め，鉄栄養有効性を再評価した。
さらに小腸粘膜の鉄吸収関連遺伝子の mRNA 発現量も併
せて検討を行った。
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実験方法

1．餌料調製
ヘモグロビン粉末は東京化成工業株式会社（東京）�

より購入した（Hemoglobin� from�Swine，製品コード：
H1293）。AIN-93G 組成�6）�から鉄塩を除いたものに硫酸第
一鉄またはヘモグロビン粉末で 20�μg/g になるように調
製した（Table�1）。

2．動物実験
本実験は関西大学化学生命工学部実験動物実験委員会の

承認を受けて実施した。実験動物には 4 週齢 Wistar 系雄
ラット（日本エスエルシー株式会社，静岡）を用いた。14
匹を 7 匹ずつ 2 群に分け，その各々に調製した餌料を与え
た。ラットは室温 22℃± 1 ℃の飼育室内で，明暗 12 時間
サイクル（8：00 〜 20：�00）の条件下で飼育した。餌料お
よび水は自由摂取とし，28 日間飼育した。また，飼育終
了前 3 日間に出納試験を実施した。出納試験にはステンレ
ス製代謝ケージ（株式会社夏目製作所，東京）を使用し，
糞を毎日分離採取した。飼育期間終了後，ソムノペンチル

（共立製薬株式会社，東京）による深麻酔下で腹部大動脈
より採血し，肝臓，腎臓，脾臓，十二指腸粘膜，空腸粘膜，
回腸粘膜および脛骨を採取した。血液は 2,000×g，15 分
間遠心分離し，血清を得た。肝臓，腎臓，脾臓，十二指腸
粘膜，空腸粘膜，回腸粘膜および脛骨は液体窒素にて凍結
し，−80℃で分析まで保管した。十二指腸粘膜および空腸
粘膜の一部は RNAlater�Tissue�Storage�Reagent（シグマ
アルドリッチジャパン合同会社，東京）に浸漬して−80℃
で分析まで保管した。

3．分析方法
血液検査（血清鉄，総鉄結合能（TIBC），不飽和鉄結合

能（UIBC），ヘモグロビン，ヘマトクリット値）は日本医
学株式会社（大阪）に依頼した。採取した臓器は生理食塩
水で十分に洗浄後，濃硝酸を用いて灰化し，フレーム式原
子吸光光度計（AA-7000，株式会社島津製作所，京都）を
用いて鉄を定量した。糞についても凍結乾燥後，細粉化し，
その一部を濃硝酸で灰化し，同様にフレーム式原子吸光光
度計にて鉄を定量した。鉄の摂取量および糞への排泄量を
もとに，見かけの吸収率をもとめた。

4．遺伝子発現量の評価
RNAlater�Tissue�Storage�Reagent に浸漬貯蔵していた

十二指腸粘膜および空腸粘膜から TRIzol®�RNA�Isolation�
Reagents（サーモフィッシャーサイエンティフィック株
式会社，神奈川）により Total�RNA を調製した。調製し
た Total�RNA は GoScriptTM�Reverse�Transcription�Sys-
tem（プロメガ株式会社，東京）を用いた逆転写反応によ
り，cDNA を合成した。この cDNA を鋳型として Ther-
mal�Cycler�Dice®�Real�Time�System�Single 装置（タカラ
バイオ株式会社，滋賀）と GoTaq®�qPCR�Master�Mix

（プロメガ株式会社，東京）を用いたリアルタイム PCR に
より転写産物量の定量を行った。Duodenal�cytochrome�b

（Dcytb），divalent�metal� transporter（DMT）1，feline�
leukemia�virus�subgroup�C�cellular�receptor（FLVCR）1，
ferroportin（FPN）1，glyceraldehyde�3-phosphate�dehy-
drogenase（GAPDH），heme�carrier�protein（HCP）1，
heme�oxygenase（HO）1，HO2，heme�responsive�gene

（HRG）1 遺伝子に対応する各プライマーは，Table�2 に
示す配列のオリゴ DNA を使用した。なおプライマーの配
列 は ウ ェ ブ ツ ー ル の Primer3plus（http://primer3plus.
com/）を用いて作成した。それぞれの遺伝子発現量は，�
GAPDH の転写産物量に対する相対量として表した。

5．統計処理
得られた測定値は平均値±標準誤差で示した。2 群間の

差については，Unpaired�t-test で検定を行った。統計解
析 は GraphPad�Prism6（GraphPad�Software,�California,�
USA）を用いて行った。なお，有意水準は p ＜ 0.05 また
は p ＜ 0.01 とした。

結果と考察

Table�3 に飼育期間中の体重変化，餌料摂取量と解剖時
の体重 100�g 当たりの臓器重量を示した。飼育期間中の終
体重，体重増加量，餌料摂取量と餌料効率について有意差
は確認できなかった。ヘモグロビン給餌群で解剖時の体重
100�g 当たりの小腸と腎臓重量の有意な増加および肝臓重
量の有意な低下がみられた。私たちのこれまでの研究にお
いて，ヘモグロビンの給餌は，肝臓の脂質含量を著しく低

Table 1���Compositions�of�experimental�diets

Groups
Ferrous�
sulfate Hemoglobin

Dextrinized�corn�starch 132 132
Corn�starch 397.486 397.486
Sucrose 99.904 100
Cellulose 50 50
Casein 200 191.8
l-Cystine 3 3
Choline�bitartrate 2.5 2.5
AIN-93�vitamin�mixture 10 10
Iron-free�AIN-93G�mineral�mixture 35 35
Ferrous�sulfate† 0.096 -
Hemoglobin�powder‡ - 8.2
Soybean�oil 70 70
tert-Butylhydroquinone 0.014 0.014
†��The�premixture�consisted�of�2.0�g�of�ferrous�sulfate�mixed�

with�98.0�g�of�sucrose.
‡��The�composition�of�hemoglobin�powder�was�as�follows:�pro-

tein,�86.4�g/100�g�and�iron,�2.44�mg/g.�
AIN,�American�Institute�of�Nutrition.
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下させることを報告している�7）。そのため本研究で見られ
たヘモグロビン給餌群の肝臓重量低下は，脂質含量の低下
が原因で起きたと考えられる。Li�et al.�は大豆タンパク質
と比較して，米かすタンパク質加水分解物の摂取は，小腸
の微絨毛の高さと粘膜固有層の深さが増加することが報告
している�8）。また，ヘムは細胞の構成成分であるが，活性
酸素種の発生源となり，細胞や遺伝子に影響を与える非常
に毒性の強い成分であることが知られている�9）。また体内
で生成された遊離ヘムは尿細管上皮細胞に対して毒性を示

し，尿細管の機能障害を引き起こすことが報告されてい
る�10）。ヘモグロビン給餌群で見られる小腸や腎臓重量の増
大は，ヘモグロビンの毒性によって引き起こされているか，
組織学的評価が必要であると考えられる。

Table�4 に， 各 群 の 血 清 鉄 濃 度， 血 清 総 鉄 結 合 能
（TIBC），血清不飽和鉄結合能（UIBC），ヘモグロビン濃
度およびヘマトクリット値を示した。どの項目においても
ヘモグロビン給餌群で有意な鉄栄養状態の低下が確認され
た。また Table�5 に，採取した臓器中の鉄濃度を示した。
いずれの臓器においても，ヘモグロビン給餌群は硫酸鉄投
与群と比較し，低い鉄濃度を示した。さらに糞中の鉄濃度
の測定結果，総糞排泄量，餌料摂取量，餌料中鉄濃度を用
いて，両群における鉄の見かけの吸収率を算出し，Table�
6 にまとめた。ヘモグロビン給餌群で糞への鉄排出量の有
意な増加がみられ，また鉄の見かけの吸収率の有意な低下
が観察された。ヘモグロビン給餌群の鉄栄養状態の低下は，
鉄の吸収率が低いことが原因であると考えられる。以前の
われわれの研究�5）�において，代謝ケージを用いずにケージ
に残った糞を回収する方法で糞中の鉄含量を求めた場合，
硫酸第一鉄給餌群と比べ，ヘモグロビン給餌群で明らかに
鉄栄養状態が低いにも関わらず，見かけの吸収率が同等と
いう矛盾が生じていた。本研究結果から，ケージに残って
いる糞を回収してミネラルの見かけの吸収率を算出する方
法は不適当であったことが示唆された。また，食事鉄の栄
養有効性検定法として，AOAC（American�Official�Ana-
lytical�Chemists）は鉄欠乏食を用いて貧血ラットを作成
し，これに被験鉄物質と対照物質である硫酸鉄を段階的に
投与してヘモグロビン濃度の回復度を比較することを推奨
している�11,�12）。今後，貧血モデル動物を用いて検討する必

Table 2���Sequences�of�the�specific�primers�used�for�reverse�transcriptase�PCR�analysis

Gene�name 5’→3’�primer�sequence Accession�number

Dcytb
Forward AAGAGGCTAAGACCGCCTTC

NM_001011954.1
Reverse CCTCTGGCGAAGAAACTCTG

DMT1
Forward CCAAGTACTCAGGGGCATGT

NM_013173.2
Reverse GCAGGTACATGTTGTGTGGC

FLVCR1
Forward TGGGCTTTGAGTTTGCTGTG

XM_017599010.1�
Reverse TCCGTTGTGAGCTTTCCTTG

FPN1
Forward GGGTGGATAAGAATGCCAGA

NM_133315.2
Reverse ATGATCCCGCAGAGAATGAC

HCP1
Forward TGGAAGCATGCATTGGTGTG

NM_001013969.1
Reverse AACGATCAGCACAGCCAAAG

HO1
Forward AAGAGGCTAAGACCGCCTTC

NM_012580.2
Reverse CCTCTGGCGAAGAAACTCT

HO2
Forward TCCAGGACGTTTGCCATTTG

NM_001277073.1
Reverse TTCCACAAAACCTGGGTGTG

HRG1
Forward TTCTTCGTGGGTGCTCTCTT

NM_001127456.1
Reverse TCGGGTCTTTGAAACTCTGG

GAPDH
Forward ATGACTCTACCCACGGCAAG

NM_017008.4�
Reverse TACTCAGCACCAGCATCACC

Dcytb,�duodenal�cytochrome�b;�DMT1,�divalent�metal� transporter�1;�FLVCR,� feline� leukemia�virus�
subgroup� C� receptor;� FPN1,� ferroportin� 1;� GAPDH,� glyceraldehyde� 3-phosphate� dehydrogenase;�
HCP1,� heme� carrier� protein� 1;� HO1,� heme� oxygenase� 1;� HO2,� heme� oxygenase� 2;� HRG1,� heme�
responsive�gene�1.

Table 3����Growth� parameters� and� organ� weights� of� rats� fed�
experimental�diets

Ferrous�sulfate Hemoglobin
Growth�parameters

Initial�BW�(g) 82.3 ± 1.6 82.2 ± 1.9
Final�BW�(g) 297.2 ± 5.5 292.7 ± 5.6
BW�gain�(g/day) 7.68 ± 0.24 7.52 ± 0.21
Food�intake�(g/day) 21.3 ± 1.3 20.8 ± 1.2
Food�efficiency†�(g/g) 0.361 ± 0.011 0.362 ± 0.01

Organ�weights�(g/100g�BW)
Stomach 1.35 ± 0.12 1.46 ± 0.12
Small�intestine 2.32 ± 0.06 2.61 ± 0.08*
Large�intestine 0.29 ± 0.02 0.32 ± 0.01
Liver 3.85 ± 0.06 3.54 ± 0.04**
Spleen 0.22 ± 0.02 0.19 ± 0.01
Kidney 0.73 ± 0.02 0.81 ± 0.01**

†��Food�efficiency�(g/g)�=�BW�gain�(g/day)�/�food�intake�(g/day)
Data�represent�means±SEM�(n=7).�Values�are�significantly�
different� from� the� ferrous� sulfate� diet� at� *�p�<�0.05� and��
**�p�<�0.01�using�an�unpaired�t-test.
BW,�body�weight.
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要があると考える。
非ヘム鉄とヘム鉄では，腸管における吸収機構が異なる

ことが知られている。硫酸鉄などの非ヘム鉄は，腸管内で
イオン解離している必要があり，共存する他の食品成分に
よって吸収の促進または阻害が起きる。小腸上皮細胞内へ
の吸収には刷子縁膜上に局在している DMT1 により運搬
される。一方，ヘモグロビンなどのヘム鉄は小腸粘膜細胞
内で HO によるポルフィリン環の開裂を受けることで鉄
イオンとなるために，他の成分の影響を受けにくい。食事
中にヘモグロビンと無機鉄の放射性同位体を加えた食事を
ヒトに摂取させた場合，非ヘム鉄の吸収率は 5 % 以下，
ヘム鉄では 37% と非ヘム鉄とヘム鉄の吸収率にはかなり
の違いがある�13）。しかし，栄養組成の明確な合成餌料を与
えた動物実験においては，ヘモグロビン鉄は，非ヘム鉄よ
り吸収率が低いと報告されている�5,�14-16）。そこで本研究で
は，鉄投与水準 20�μg/g レベルの硫酸第一鉄およびヘモ

グロビン鉄給餌が十二指腸および空腸粘膜の無機鉄および
ヘ ム 鉄 吸 収 関 連 遺 伝 子 の mRNA 発 現 量 を 検 討 し た

（Fig.�1）。生体内の鉄栄養状態によって鉄吸収は大きく変
化することが知られており�17），生体内の鉄が不足している
場合，二価鉄の吸収に関わる DMT1，三価鉄を二価鉄に
還元する Dcytb や血漿側への鉄放出に関わる FPN1 発現
量が増加することが報告されている�18）。鉄栄養状態の低い
ヘモグロビン給餌群では，十二指腸および空腸での
DMT1 と十二指腸での Dcytb 発現量の有意な増加がみら
れた。しかし，ヘモグロビンは DMT1 を介して吸収され
るのではなく，他の経路で吸収されると考えられている。
ヘム鉄を輸送するトランスポーターとして HCP1 が同定
されたが�19），ヘム鉄よりも葉酸に対する親和性が極めて高
いことが報告された�20）。Caco-2 細胞を用いた実験ではあ
るが，HCP-1 を shRNA によってノックダウンした場合に
ヘム鉄の吸収率が低下することが報告されている�21）。ヘム
鉄の吸収にどの程度寄与しているかは不明であるが，ヘム
鉄の輸送に関わる HCP1 発現量は本実験条件では変動し
なかった。また小腸上皮細胞内に取り込まれたヘムは
HO1 および HO2 によりビリベルジン，一酸化炭素および
二価鉄に分解される�22）。ヘモグロビン給餌群で十二指腸粘
膜の HO1�mRNA 発現量の有意な増加が確認された。これ
までの研究において，鉄欠乏状態では HO 活性や mRNA
発現量が上昇することが報告されている23,��24）。またクエン
酸鉄または酵素処理ヘム鉄を鉄源とする餌料をラットに給

Fig. 1����Relative� mRNA� expression� levels� of� genes� encoding�
proteins�involved�in�iron�metabolism�in�rats�fed�experi-
mental�diets

Data�represent�means±SEM�(n�=�7).��Values�are�significantly�
different�from�the�ferrous�sulfate�diet�at�*�p�<�0.05�using�an�un-
paired�t-test.

mRNA�expression�levels�were�measured�using�a�real-time�PCR�
analysis�with� GAPDH�mRNA� expression� levels� for� normaliza-
tion.��The�mRNA�expression�levels�of�genes�are�shown�relative�
to�those�from�rats�fed�the�ferrous�sulfate�diet�(set�at�1.00).

Dcytb,�duodenal� cytochrome�b;�DMT1,�divalent�metal� trans-
porter� 1;� FLVCR,� feline� leukemia� virus� subgroup� C� receptor;�
FPN1,�ferroportin�1;�GAPDH,�glyceraldehyde�3-phosphate�dehy-
drogenase;�HCP1,�heme�carrier�protein�1;�HO1,�heme�oxygenase�
1;�HO2,�heme�oxygenase�2;�HRG1,�heme�responsive�gene�1.
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Table 5���Tissue�iron�contents�of�rats�fed�experimental�diets

Ferrous�sulfate Hemoglobin
µg/g

Liver 38.9 ± 5.3 17.1 ± 1.1**
Kidney 38.5 ± 1.8 22.3 ± 1.6**
Spleen 93.6 ± 2.9 65.8 ± 3.4**
Femur 23.3 ± 1.8 14.8 ± 0.8**
Duodenal�mucosa 22.0 ± 4.3 4.8 ± 0.5**
Jejunal�mucosa 9.1 ± 1.2 4.6 ± 0.3**
Ileal�mucosa 7.5 ± 0.5 3.8 ± 0.4**
Data� represent�means±SEM� (n=7).� �Values� are� significantly�
different�from�the�ferrous�sulfate�diet�at�**�p�<�0.01�using�an�
unpaired�t-test.

Table 6����Fecal� iron� content� and� apparent� iron� absorption� of�
rats�fed�experimental�diets

Ferrous�sulfate Hemoglobin
Fecal�iron�content�
(µg/day) 268 ± 22 397 ± 11**

Apparent�absorption�
(%) 63.0 ± 3.9 48.6 ± 2.5**

Data� represent� means±SEM� (n=7).� Values� are� significantly�
different�from�the�ferrous�sulfate�diet�at�**�p�<�0.01�using�an�
unpaired�t-test.

Table 4����Serum�iron�levels,�total�iron-binding�capacities�(TIBC),�
unsaturated� iron-binding� capacities� (UIBC),� hemo-�
globin�levels,�and�hematocrits�of�rats�fed�experimental�
diets

Ferrous�sulfate Hemoglobin
Serum�iron�(µg/dL) 245 ± 36 156 ± 11*
Serum�TIBC�(µg/dL) 530 ± 23 675 ± 12**
Serum�UIBC�(µg/dL) 285 ± 57 519 ± 17**
Hemoglobin�(g/L) 12.8 ± 0.1 10.5 ± 0.2**
Hematocrit�(%) 38.2 ± 0.3 31.6 ± 0.5**
Data� represent� means±SEM� (n=7).� Values� are� significantly�
different�from�the�ferrous�sulfate�diet�at�*�p�<�0.05�and�**�p�<�
0.01�using�an�unpaired�t-test.
TIBC,� total� iron-binding� capacities;� UIBC,� unsaturated� iron-
binding�capacities.
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餌した場合，小腸粘膜中の HO 活性に変化は見られな
かったと報告されている�25）。一方，HO はヘム代謝のみな
らず，細胞の酸化ストレスから保護する機能を有してい
る�26）。そのため本研究で観察された HO1�mRNA 発現上昇
は鉄欠乏によって引き起こされたと考えられるが，細胞保
護のために誘導された可能性もあるため，今後小腸上皮細
胞の酸化ストレス状態を評価する必要がある。また，他に
ヘム吸収に関与していると考えられている HRG1，HO2
および FLVCR は両群間で差はみられなかった。

以上の結果から，鉄源としてのヘモグロビンの給餌は，
正常ラットにおいて非ヘム鉄の硫酸第一鉄よりも鉄栄養利
用性が低いことが観察された。ラットにおけるヘム鉄利用
の有効性が低い原因として，小腸のへムオキシゲナーゼ�
活性が低いためと説明されているが，実験動物のラットは
ドブネズミの飼養変種で食性は雑食性であるため，動物性
のものも摂食することを考えると，この説明はやや苦しい
ように思われる。また，ヒトにおいてヘム鉄は，ある一定
濃度以上の投与では鉄吸収量は飽和し，変化しないことが
報告されている�27）。そのため本実験で用いた鉄投与水準
20�μg/g では，ヘモグロビン由来の鉄吸収量が飽和してい
た可能性も疑われる。さらに，動物試験においては精製餌
料を多用することから，無機鉄の吸収に影響を与える食品
成分がほとんど含まれていないため，実際にヒトが摂取す
る鉄含有食品を使用し，栄養利用率の変化を検討する必要
もある。今後，ヘム鉄と無機鉄の鉄栄養有効性の違い明ら
かにするため，ヒトと実験動物の鉄利用性の違い，投与量
の検討，また食事中に含まれる他の成分との相互作用を追
究していく必要があると考えられる。
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