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研究成果の概要（和文）：　好中球NADPHoxidaseを構成するgp91phox遺伝子に変異があると慢性肉芽腫症
（CGD）になり、患者は細菌や真菌の感染症に罹患しやすくなる。CGDの診断は申請者等が作成したモノクローナ
ル抗体（7D5）により行って来た。この抗体は、gp91phoxを細胞胞外から認識する抗体であり、非常に便利では
あったが、エピトープ（gp91phox上の抗原）は不明のままであった。本課題において、申請者等はこの7D5の抗
原を決定した。このことにより丸ごとのエクソンが存在しないgp91phoxやイントロンの一部が組み込まれた
gp91phoxの検出が確実になった。

研究成果の概要（英文）：Chronic granulomatous disease (CGD) is an inherited disorder caused by a 
mutation in the gene encoding gp91phox. The phagocytes of CGD patients lack the ability to produce 
superoxide anion (O2-) by the NAPDH oxidase complex enzyme. CGD patients are susceptible to severe 
infections. Cyt b, the catalytic center of the NADPH oxidase, consists of two subunits gp91phox and 
p22phox. It has been suggested that the extracellular region of gp91phox is necessary and sufficient
 to form the epitope for monoclonal antibody (mAb) 7D5. To further elucidate 7D5 epitope on human 
gp91phox, we constructed chimeric DNA expressed human and mouse gp91phox recombinant protein. The 
fusion proteins were immunostained for 7D5. The 143ELGDRQNES151 region was found to reside at the 
extracellular surface on human gp91phox and represents an important epitope for the interaction with
 7D5. In particular, amino acid R147 is a unique epitope for membrane-associated Cyt b 7D5. 

研究分野：生物化学
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１．研究開始当初の背景 

 申請者は、これまで慢性肉芽腫症（CGD）

の診断と治療に携わり、好酸球正常型 CGD を

初めて発見し（Kuribayashi et al., BBRC 

1995）、NADPH オキシダーゼ蛋白質複合体の活

性化における構造変化や結合様式を明らか

にしてきた (Kuribayashi et al., EMBO 

2002,)。また、これまでの科学研究費に基づ

く研究により、好中球 NADHH oxidase 活性化

機構を明らかにした（Sakamoto et al., J 

Biochem. 2006, Kuribayashi F et al., Genes 

to Cells 2008）。更に NADPH oxidase から産

生される極微量の活性酸素の測定方法を著

すことができた（Yamazaki et al., Trop Med 

Health. 2011）。これらの新規事項の公表を

通して生命科学と小児科学の進歩に寄与し

てきた。申請者等が以前報告した CGD 患者は

NADPH オキシダーゼを構成する主要蛋白質で

ある gp91phox をコードする遺伝子のプロモー

ター領域に変異がある。そのため、転写機構

が好中球と異なる好酸球は IFNγ投与により

正常な gp91phoxが転写される。好酸球が正常

人と同等の活性酸素を生成する結果、致死的

な感染症を避けることができた。しかし、

gp91phox 遺伝子のプロモーターに変異のある

症例は数例であり、CGD の原因の約 40%は、

他の遺伝病と同様、ナンセンス変異により翻

訳が途中で終了することによる（Blood 1996）。

その中途ストップを持つ患者に対しても、経

験的に IFNγの有効例が多いが、これまでそ

の理由は不明であった。 

 

２．研究の目的 

 好中球は病原微生物等を貪食すると、細胞

休止期には細胞内に存在する蛋白質が、細胞

膜に移行して膜蛋白質であるシトクローム

b558（p22phoxと gp91phoxのヘテロダイマー）と

結合し、食細胞 NADPHoxidase は活性化され

る。この活性化型 NADPHoxidase は活性酸素

の１種であるスーパーオキシド（O2-）を生成

し、この O2-から派生した様々な活性酸素種は

強力な殺菌作用を持つ。これまで、CGD の診

断は申請者等が作成したモノクローナル抗

体（7D5）により行って来た。この抗体は、

gp91phoxを細胞胞外から認識する抗体であり、

非常に便利ではあったが、エピトープ

（gp91phox上の抗原）は不明のままであった。

本申請課題の目的は 7D5と結合するエピトー

プを明らかにすることであり、更にはエクソ

ンスキップの機構を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

申請者等がこれまで行った研究から、7D5 は

ヒトの好中球 gp91phoxには結合するが、アミ

ノ酸レベルで 80%のホモロジーのあるマウス

の gp91phoxには結合しない。その相違を利用

して 7D5 の抗原部位を決定する。ヒト gp91phox

遺伝子を発現ベクターに組み込んだプラス

ミドを COS 細胞に導入し、gp91phoxの発現を

7D5 にて染色される細胞として確認する。同

様に、マウス gp91phoxを COS 細胞にトランス

フェクションし、マウス由来の gp91phoxの発

現が見られないことを確認する。タンパク質

の発現自体は、ヒト及びマウス間で同一抗原

である C末に対する抗体を用いて、Western 

blot 法にて確認する。その後、ヒト及びマウ

スのキメラタンパク質をドメインごとに、あ

るいはエクソンごとにキメラの組合せを作

成し、COS 上での発現を 7D5 にて確認する。

更にはアミノ酸１残基ごとの置換体を作成

し解析することにより 7D5の認識部位をピン

ポイントに把握する。 

 

４．研究成果 

 ヒトとマウスのキメラタンパク質の解析結

果からgp91phoxの143から151番目のペプチド

が7D5の認識部位として重要であることを明

らかにした。この部位は細胞外ドメインであ

り、推定上のヘムの結合部位やNリンクによる

糖鎖の共有結合アミノ酸と近接している。更



に、147番目のアルギニンは7D5とgp91phoxとの

結合に重要であり、かつ不可欠であることを

証明した。このことにより、丸ごとのエクソ

ンが存在しないgp91phoxやイントロンの一部

が組み込まれたgp91phoxの検出を確実に行う

ことができるようになった。 
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