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研究成果の概要（和文）：細胞質中で鉄を保存する構造を形成するタンパク質であるフェリチン

は、微小管に依存して細胞内を輸送される。しかし、それに関わるモーター分子は同定されて

いなかった。そこで、哺乳類培養細胞から抽出した細胞質に存在するフェリチン結合タンパク

質を探索した。その結果、微小管モータータンパク質分子であるキネシンがフェリチンと結合

している可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Ferritin, an iron storage molecule in cytoplasm, has been shown to 

transport as oligomer on microtubule, but it has been still unclear motor molecules 

responsible for that movement. Thus we explored motor molecules binding to ferritin 

oligomer in cytoplasm prepared from mammalian culture cells. As a result, we found that 
kinesin, a motor molecule moving along microtubule, was bound to ferritin in cytoplasm. 
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１．研究開始当初の背景 

 鉄は、呼吸鎖複合体のシトクロムにヘ

ム鉄として結合し酸化還元反応の中心とな

り、また DNA の生合成経路で RNA のリボー

ス部位還元反応の活性中心としても機能し

ている。このように、鉄はほぼ全ての生物

種の生存に必須な微量金属である。しかし、

遊離の鉄イオンはフリーラジカルの産生源

となるため、細胞内の鉄イオン濃度が過剰

になると、発生したフリーラジカルがタン

パク質、核酸や脂質と反応し、細胞の機能

に障害を起こす。哺乳類では、神経変性疾

患であるパーキンソン病やアルツハイマー

症候群において、鉄イオンの神経細胞内動

態が神経変性と密接な関係を持つ可能性が

示されている。 

哺乳類細胞の細胞質では、鉄原子の多く

がフェリチンに貯蔵されている。フェリチ

ンは、バクテリアから植物や動物まで広範

な生物種で発現し、哺乳類では H鎖（MW 21k 
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Da）と L 鎖（MW 20k Da）の 2つのサブユニ

ットタンパク質が存在する。それらのサブ

ユニットが24個集合して殻状構造を形成す

る。フェリチン殻の内部空間には、最大で

4,500 個の鉄原子がナノ結晶として貯蔵さ

れる。細胞質中でフェリチンは、過剰な鉄

イオンの取り込みと必要な場所での放出を

行っていると考えられている。したがって、

鉄原子および鉄イオンの細胞内動態は、フ

ェリチンの細胞内分布と密接な関係を持つ

と予想される。しかし、フェリチンの細胞

内動態は、我々が報告するまでほとんどわ

かっていなかった。 

我々は、ウシ副腎皮質から新規な微小管結合
タンパク質(MAP)を探索し、フェリチンが MAP
であることが明らかにした。我々は、細胞内
でフェリチン殻の集合体が微小管と結合し
ていることも明らかにした。培養細胞にマイ
クロインジェクションした蛍光標識フェリ
チンの細胞内動態を観察したところ、フェリ
チン集合体が微小管依存的に細胞質中を移
動していることが明らかになった。フェリチ
ン集合体の形成は、細胞培養液中の鉄イオン
濃度の上昇に伴い促進された。フェリチンと
微小管の試験管内における相互作用は単純
なイオン結合であると予想されていたが、フ
ェリチン集合体の細胞質中における移動は
明らかに一方向性の運動を含んでいた。これ
らの結果は、細胞内でフェリチン集合体は微
小管上をモーター分子によって輸送されて
いることを強く示唆する。そこで、フェリチ
ン集合体を輸送する微小管モーター分子の
同定とフェリチン集合体の形成を制御する
仕組みを明らかにすることを目的として本
研究を計画した。 
 

２．研究の目的 

 本研究では、細胞質中でフェリチン集合体
と相互作用するモーター分子の同定と、フェ
リチン集合体の形成と輸送の制御機構の解
析を行うことを目的し、実験を行った。 
 

３．研究の方法 

（１）免疫染色 

HepG2 細胞をホルマリン固定し、抗フェリチ

ン抗体と抗細胞質ダイニン抗体あるいは抗

キネシン抗体で二重染色した。 

 

（２）細胞質画分の調製 

HepG2 細胞を、ビーズ破砕機 μT-01 を用いて

抽出液(10 ｍM Tris-HCl, 5 mM EGTA, 10 mM 

KCl, protease inhibitor cocktail)中で破

砕し、遠心して得られた上清を細胞質画分と

した。 

（３）サイズ排除クロマトグラフィー 

試料溶液を、 Hiprep 16/60 Sephacryl 

S-300HR をセットした ÄKTAprime plus を用

いてサイズ排除クロマトグラフィーを行っ

た。 

 

（４）免疫沈降 

HepG2 細胞抽出液に含まれるフェリチンを

抗フェリチン抗体で免疫沈降し、共沈するタ

ンパク質を回収した。 

 

（５）微小管モータータンパク質の解析 

 SDS-PAGE とウェスタンブロッティング法

を用いて、細胞抽出液、クロマトグラフィー

分画および免疫沈降画分に含まれるモータ

ータンパク質分子を解析した。 

 
 
４．研究成果 

（１）フェリチンと微小管モータータンパク

質の細胞内局在比較 

HepG2 細胞で、フェリチンは小さな凝集体

として細胞質に分散していた。細胞質ダイニ

ンは細胞質全体に分散し、フェリチンとの明

らかな共局在は観察できなかった（図１）。 

 
図 1 

 

キネシンは細胞質中の凝集体に局在して

いたが、フェリチンと明らかな共局在は見ら

れなかった（図２）。 

 
図２ 

  

以上の結果は、細胞質でフェリチンが形成し

ている凝集体へ、モーター分子は顕著には集

積していないことを示している。 

 

（２）サイズ排除クロマトグラフィーによる

フェリチン結合モーター分子の解析 

 HepG2 細胞の細胞質抽出液をサイズ排除ク

ロマトグラフィー法で分画した（図３）。 

SDS-PAGE でピークに含まれるタンパク質成

分を解析したところ、Peak B にフェリチンは

分画された（図４赤枠）。 

 



 

 

 
図３ 

 

 

 
図４ 

 

 哺乳類のフェリチンは単量体 24 個が集合

し、鉄を貯蔵するための内部空間を持った殻

構造であるフェリチン分子となる。HepG2 細

胞のフェリチンが形成している構造を知る

ために、市販の精製ウマフェリチン標品と溶

出体積を比較した。HepG2 細胞のフェリチン

（図５低分子量赤枠）の溶出体積は、精製ウ

マフェリチン標品（図５高分子量赤枠）より

も明らかに少量であった。したがって、細胞

抽出液中のフェリチンは、精製ウマフェリチ

ン標品よりも高分子量であると言える。精製

ウマフェリチン標品には、フェリチン結合タ

ンパク質が含まれていない。したがって、

HepG2 細胞の細胞質抽出液から分画したフェ

リチン分子には、フェリチン以外の分子が結

合していると予想された。 

 
図５ 

 

そこで、細胞質ダイニンあるいはキネシン

がフェリチン画分に含まれるか否かを、それ

ぞれに対する抗体を用いたウェスタンブロ

ッティング法で解析した。どちらのモーター

分子も、フェリチン画分から検出できなかっ

た。この結果は、フェリチン画分にモーター

分子が含まれていない可能性を示すが、フェ

リチン画分に含まれるフェリチンの総量も

少なかったため、フェリチン結合分子もわず

かでその量が検出限界を下回っていた可能

性もあった。そこで、フェリチン結合分子の

濃縮効果が期待できる免疫沈降による解析

を行った。 

 
（３）免疫沈降法による解析 
 HepG2 細胞の細胞質抽出液に、抗フェリチ
ン抗体を添加し、抗原抗体複合体を形成させ
た。遠心分離によって、複合体を沈殿させて
回収した。沈殿に含まれるタンパク質分子を、
ウェスタンブロッティング法で解析したと
ころ、フェリチン（図６レーン１赤矢頭）と
共にキネシン（図６レーン２赤矢頭）が沈殿
から検出された。しかし、細胞質ダイニンは
検出できなかった（図６レーン３）。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６ 
 
 キネシンは様々な細胞内小胞の輸送モー
ター分子であるため、フェリチンとは関係が
ない小胞と共に沈殿した可能性があった。そ
こで、抗フェリチン抗体を表面に結合させた
磁性ビーズを細胞抽出液に添加し、遠心分離
を用いずにフェリチンをその結合タンパク
質と共に回収した。抗フェリチン抗体による
検出では、分子量 90 kDa 付近に磁性ビーズ
表面の抗マウス IgG 抗体に由来する非特異的
反応が出現しているが、30 kDa 付近に単量体
フェリチン分子が検出された（図７レーン１
赤矢頭）。抗キネシン抗体によって、キネシ
ン分子を検出された（図７レーン２赤矢頭）。 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図７ 
 
 以上の結果は、フェリチン分子の細胞内輸
送には、キネシンが関わっていることが強く
示唆している。キネシンは微小管上を一方向
に移動するが、フェリチンは細胞内で多様な
方向に運動することが報告されている。した



 

 

がって、フェリチン分子のモーターはキネシ
ン以外にも存在すると考えられる。今後は、
それらのモーター分子の同定を進めること
で、フェリチン分子細胞内輸送機構の包括的
な理解が進むと期待される。 
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