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緒緒  言言  

 
鉄は酸素の運搬やATP産生などの細胞活動に必須であるが、過剰量の鉄は細胞毒性のある活性酸素種（ROS）の産

生につながる。そのため、細胞内の鉄濃度は厳密に制御されている。細胞内の鉄は主に ferritinによって貯蔵されてい

る。ferritinは、ferritin heavy chain 1（FTH1）と ferritin light chain（FTL）からなる鉄結合蛋白である。細胞内の

鉄濃度が高い環境下では、FTH1がFe（Ⅱ）からFe（Ⅲ）に変換し、ferritinがFe（Ⅲ）に結合することで細胞内の

過剰な鉄を貯蔵する。鉄濃度が低い環境下では、nuclear receptor coactivator 4（NCOA4）の働きにより、オート    

ファジー経路を介して ferritin が分解されリソソームから細胞質に鉄が放出される［1］。これは ferritinophagy と   

呼ばれ、NCOA4が ferritinと結合し、ferritinをリソソームへとリクルートし分解することで起こる。 
ヒトパラインフルエンザウイルス2型（hPIV-2）は、パラミクソウイルス科のウイルスで非分節マイナス1本鎖RNA

をゲノムとして持つエンベロープウイルスである。我々は、これまでにhPIV-2のV蛋白が様々な宿主蛋白と相互作用

して、ウイルス増殖を促進することを見出した［2～7］。今回新たに、V蛋白とFTH1やNCOA4との結合が明らかに

なったため、鉄代謝が hPIV-2 増殖に関与する可能性を考えた。そこで本研究では、FTH1 や NCOA4 が関与する   

鉄代謝がhPIV-2増殖にどのように関わっているかを分子レベルで明らかにすることを目的とした。 
 本研究では、刺激による ferritin のリソソームへの局在が、hPIV-2 感染細胞では見られないことを見出した。さら

に、V蛋白がFTH1やNCOA4と結合し、FTH1とNCOA4の結合を阻害することを明らかにした。FTH1のノック

ダウン（KD）細胞株ではhPIV-2増殖が抑制され、hPIV-2によるアポトーシスが顕著に見られた。一方、NCOA4の

KD 細胞株では、hPIV-2 増殖が促進し、hPIV-2 によるアポトーシスは抑制していた。これらの結果から、V 蛋白は

FTH1 と NCOA4 の結合を阻害することで ferritinophagy を抑制することが示唆された。このように、V 蛋白は鉄代

謝機構を制御してアポトーシスを抑制することで、hPIV-2増殖を促進することが考えられる［8］。 
 
  方方  法法    

 
11.. ププララーーククアアッッセセイイ  

12ウエルプレートに培養したVero細胞に、10倍段階希釈したウイルス液を感染させ、2％ fetal calf serumと0.8％ 
SeaKem ME アガロースを含む培地で 5 日間、37℃で培養した。0.05％のニュートラルレッドで細胞を染色し、その

翌日にプラーク数を計測した。 
22.. ウウエエススタタンンブブロロッットトとと免免疫疫沈沈降降  

50 mM Tris-HCl（pH7.4）、150 mM NaCl、0.6％ NP-40を含む lysis bufferで細胞を溶解し、ソニケーション・ 

遠心した後の上清をSDS-PAGEに供した。ニトロセルロース膜に転写後、適切な抗体で反応を行った。免疫沈降では、

細胞溶解液の上清を、適切な抗体およびProteinAと混合し、ウエスタンブロットで解析した。 
33.. 免免疫疫染染色色  

4％ paraformaldehyde で細胞を固定し、0.2％ Triton X-100 で透過処理を行った。1 次抗体、2 次抗体反応をそれ

ぞれ60分間行った後、蛍光顕微鏡BZ-X810（Keyence）で観察した。 
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44.. アアポポトトーーシシススのの検検出出  
Caspase-Glo 3/7 assay（Promega）では6ウエルプレートに培養した細胞の懸濁液を用いて、ルシフェラーゼ活性

によりアポトーシスの程度を判断した。DNAラダー実験では、細胞を10 mM Tris-HCl（pH8.0）、0.5％ Triton X-100、
10 mM EDTAを含む lysis bufferで溶解し、遠心した後、上清をRNase Aおよびproteinase Kで37℃、60分間反応

させ、phenol-chloroform-isoamyl alcoholでDNAを抽出し、アガロースゲル電気泳動に供した。  
 

結結果果おおよよびび考考察察  

 
hPIV-2と ferritinophagyの関係を明らかにするために、hPIV-2感染細胞における ferritinの局在を観察した。hPIV-

2を感染させたHeLa細胞をクエン酸鉄アンモニウム（FAC）で刺激し、24時間後の ferritinの細胞内局在を免疫染色

により観察した。非感染細胞では FAC 処理により、顆粒状の ferritin 形成が見られた（図 1、mock、＋FAC）。一方

で、hPIV-2感染細胞では顆粒状 ferritinの形成は見られず、ferritinは細胞質に一様に広がるのみであった（図1、hPIV-
2、＋FAC）。FAC により形成された ferritin 顆粒はリソソームに局在するため、hPIV-2 感染は ferritin のリソソーム

を介した分解を阻害することが考えられた。 
 
 

 

 
図1．hPIV-2感染が ferritinの細胞内局在に与える影響 

HeLa細胞にhPIV-2を感染させ、24時間後に540μM FACを加えた。その24時間後に、抗

ferritin抗体（赤色）、抗hPIV-2 P抗体（緑色）、DAPI（青色）で免疫染色した。抗hPIV-
2 P抗体は、hPIV-2感染の確認のために用いた。スケールバー：10μm。 
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次に、Yeast two-hybrid法によりV蛋白とFTH1やNCOA4との結合が示唆されたため、その結合を免疫沈降によ

り確かめた。さらに、これらの結合に必要な領域の同定も試み、V蛋白のC末端領域に存在するTrp残基がFTH1や

NCOA4との結合に重要であること、FTH1とNCOA4のN末端領域がV蛋白との結合に重要であることを明らかに

した（データ掲載なし）。 
V 蛋白とFTH1 やNCOA4 の結合が明らかになったので、FTH1 のKD 細胞株（HeLa/FTH1 KD）とNCOA4 の

KD細胞株（HeLa/NCOA4 KD）を作製し、hPIV-2感染24、48、72時間後の上清中のウイルス量を定量した。FTH1 
KD細胞では、コントロール細胞（HeLa/ctrl KD）に比べて有意にhPIV-2増殖が抑制された（図2a）。一方で、NCOA4 
KDにより、hPIV-2増殖は最大5倍程度の促進が見られた（図2b）。 

 
 
 

 
 

 
図2．FTH1およびNCOA4がhPIV-2増殖に与える影響 

a） HeLa/ctrl KDとHeLa/FTH1 KD、あるいは、b） HeLa/NCOA4 KDにhPIV-2を

感染させ、各時間後の上清中のウイルス量をプラークアッセイで定量した。P値はStudent
の t検定により求めた（P＜0.05の場合のみ値を示す）。 

 
FTH1とNCOA4の結合は ferritinophagyに必須である。V蛋白がFTH1とNCOA4の結合に影響を与えるかを調

べるため、V蛋白存在下におけるFTH1とNCOA4の結合を免疫沈降で検討した。V蛋白はFTH1とNCOA4の両者

に結合するため、これら二つを架橋してしまう可能性がある。この可能性を排除するため、ここではV蛋白と結合しな

いNCOA4のN末端欠損変異体（NCOA4ΔN）を用いた。FTH1はNCOA4のC末端領域と結合するため、NCOA4
ΔN はFTH1 との結合能を有する。免疫沈降の結果、FTH1 は抗FLAG 抗体により沈降が見られたことから、FTH1
とNCOA4ΔCの結合が確認できた（図3a、IP：anti-FLAG、anti-myc、レーン2）。V蛋白存在下では共沈したFTH1
のバンドが薄くなったことから、V蛋白がFTH1とNCOA4の結合を弱めることが示唆された（図3a、IP：anti-FLAG、 
anti-myc、レーン 3）。一方で、FTH1 やNCOA4 と結合できないV 蛋白のTrp 変異体（VW１７８H/W１８２E/W１９２A）は、

FTH1 とNCOA4 の結合に影響を与えなかった（図3a、IP：anti-FLAG、anti-myc、レーン4、図3b）。FTH1 とV
蛋白はいずれもNCOA4 のN 末端領域に結合するため、V 蛋白はFTH1 との競合阻害によりFTH1 とNCOA4 の結

合を阻害する可能性が考えられる。 
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図3．V蛋白が、FTH1とNCOA4の相互作用に与える影響 

a） COS細胞で各蛋白を発現させ、48時間後に細胞溶解液をウエスタンブロットに

供した（Input）。あるいは、抗FLAG抗体で沈降させた沈降物をウエスタンブロ

ットに供した（IP：anti-FLAG）。 
b） a）で沈降したmyc-FTH1量をデンシトメトリーにて定量した。データは、

NCOA4ΔN＋FTH1＝1としたときの相対値で表す。P値はStudentのt検定によ

り求めた（P＜0.05の場合のみ値を示す）。 
 

過剰量な鉄はROS 産生を促進し、アポトーシスを誘導する。そこで、FTH1 やNCOA4がhPIV-2誘導性のアポト

ーシスに関与しているかも調べた。HeLa/ctrl KD、HeLa/FTH1 KD、HeLa/NCOA4 KDにhPIV-2を感染させ、アポ

トーシスの程度を調べた。Caspase-Glo 3/7 assayでは、48、72時間後でFTH1 KD細胞が有意に強いアポトーシスを

示し、DNA ラダー実験では 72 時間後で FTH1 KD による明らかなアポトーシス促進が見られた（図 4）。一方で、

NCOA4 KDは、両実験系ともわずかにアポトーシスを抑制する結果となった（図4）。FTH1とNCOA4は、hPIV-2
によるアポトーシスに対して逆の作用を有するが、FTH1 は NCOA4 よりも早くアポトーシスへの影響が出ると考え

られた。 
以上の結果から、V 蛋白はFTH1 とNCOA4 の結合を阻害することでNCOA4 による ferritin のリソソームへの輸

送を阻害することが考えられる。これにより、細胞質への鉄の放出が抑制されアポトーシスを阻害することで、hPIV-
2 増殖を促進していることが示唆された。似たようなパターンはヒトサイトメガロウイルス（HCMV）でも見られ、

HCMV の pUL38 が ubiquitin-specific protease 24 に結合することでリソソームにおける ferritin の分解を阻害する

との報告がある［9］。一方で、V 蛋白のように、鉄代謝の主役であるFTH1 やNCOA4 に直接結合して制御するウイ

ルス蛋白はこれまで報告がなく、本研究により初めて明らかになった。 
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図4．FTH1とNCOA4がhPIV-2誘導性のアポトーシスに与える影響  
HeLa/ctrl KD、HeLa/FTH1 KD、HeLa/NCOA4にhPIV-2を各時間感染させた。 
a） 細胞からDNAを抽出し、アガロースゲル電気泳動に供した。 
b） 細胞懸濁液をCaspase-Glo 3/7 assayに供した。データは、感染0時間後の値を1

としたときの相対値で表す。HeLa/ctrl KDと比較し、P値はStudentの t検定に

より求めた（P＜0.05の場合のみ値を示す）。 
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