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研究成果の概要（和文）：電位依存性プロトンチャネル VSOP は、貪食細胞などで活性酸素の

産生を制御する分子である。我々は、VSOP ノックアウトマウスの好中球において、病原菌を

除去するために細胞外に放出される活性酸素を作る酵素や分解酵素の分泌量が野生型よりも増

えていることを見出した。この現象は、活性酸素を作る酵素である NADPH オキシダーゼの活

性化に依存していた。すなわち、VSOP は活性酸素や分解酵素の量を抑制することで、生体の

損傷を最小限に抑えていると考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）：Voltage-gated proton channel VSOP regulates reactive oxygen 

species (ROS) in phagocytes.  In this study, we found that VSOP deficient neutrophils 

release azurophilic granules excessively, which contain many kinds of degraded enzyme 

and myeloperoxidase (MPO) that catalyzes H2O2 to HOCl. The excessive release of 

azurophilic granules was dependent on the NADPH oxidase activity, which is enzyme to 

produce superoxide anion.  These results suggest that VSOP negatively regulates the 

release of azurophilic granules to prevent tissue damage by degraded enzyme and HOCl. 
 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010 年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

2011 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,100,000 930,000 4,030,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：基礎医学・生理学一般 

キーワード：プロトンチャネル、活性酸素、NADPH オキシダーゼ、脱顆粒 

 

１．研究開始当初の背景 

電位依存性プロトンチャネル VSOP は、上皮

細胞、精子、免疫細胞で機能する分子である。

貪食細胞が産生する活性酸素はNADPHオキシ

ダーゼによって作られ、この酵素の活性化時

には細胞内にプロトンが放出されるため、こ
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のプロトンを排出するのが VSOP の役割であ

ると推定されていた。我々は、VSOP ノックア

ウトマウス（VSOP-KO）を用いた実験から、

その好中球では、NADPH オキシダーゼが作る

活性酸素の元となるスーパーオキシドアニ

オンの産生量、スーパーオキシドアニオンと

プロトンの反応により作られる過酸化水素

の産生量が低下していることを報告してき

た。また、活性酸素の産生量の低下は、細胞

内ｐH、膜電位の異常によって引き起こされ

ることが共同研究により明らかになった。す

なわち、VSOP は NADPH オキシダーゼの活性化

時に細胞内で増加するプロトンを細胞外に

排出することによって正常な活性酸素の産

生を助けていると考えられる。 

 

２．研究の目的 

過酸化水素はミエロパーオキシダーゼ（MPO）

の働きにより次亜塩素酸に変換される。過酸

化水素の産生量が低下しているVSOP-KOマウ

スの好中球では、次亜塩素酸の産生量も低下

していると予想された。 

 

３．研究の方法 

マウス好中球は、骨髄から回収され、Percoll

密度遠心勾配法を用いて分離された。 

（１）次亜塩素酸の測定：モノクロロジメド

ン（MCD）を用いて細胞外で産生される次亜

塩素酸の量を測定した。次亜塩素酸の産生は、

NADPH オキシダーゼを活性化する薬剤として

使用されているホルボールエステル（PMA）

を加えることで誘導した。 

（２）各種酵素活性の測定：①ミエロパーオ

キシダーゼ活性は、ペルオキシダーゼ基質で

ある o-ジアニシジンを用いて測定した。②エ

ラスターゼ活性は、蛍光タンパクが融合した

エラスターゼの基質エラスチンを用いて測

定した。これらの酵素を細胞外に放出させる

ために、PMA、細菌から分泌されるペプチド

ｆMLF、真菌によって作られるC5aを用いた。 

（３）ラクトフェリンの測定：ラクトフェリ

ン抗体を用いた ELISA 法により測定した。 

 

４．研究成果 

野生型と VSOP-KO マウスの好中球を用いて、

次亜塩素酸の産生量を比較した。その結果、

次亜塩素酸の産生量が低下していると予想

された VSOP ノックアウトマウスの好中球に

おいて、意外にもその産生量は野生型よりも

高いことが分かった（図１）。細胞外に MPO

を過剰に加えた時、次亜塩素酸の産生量は

MPO を加えない場合に比べて増加した（図１）。

この結果は、MPO に依存した次亜塩素酸の産

生を測定していることを示している。また、

VSOP ノックアウトマウスの好中球では、細胞

外に放出されるMPOが野生型よりも増加して

いるために次亜塩素酸の産生量が増えてい

る可能性を示唆した。この可能性を検証する

ために、細胞内外における MPO 活性を測定し

た。まず、細胞を可溶化して、細胞内に含ま

れる MPO の活性を測定した結果、野生型と

VSOP-KO マウス間で差がないことが分かった。

つまり、細胞内に含まれる MPO の量に差はな

いことが分かった。一方で、細胞外液におけ

る MPO の活性はVSOP-KO マウスの好中球にお

いて有意に高いことが分かった（図２）。す

なわち、VSOP-KO マウスの好中球では、細胞

外に分泌されたMPOの量が野生型よりも多い

ために、次亜塩素酸の産生量が増えていると

考えられる。MPO の分泌量が多いという事実

は、MPO を含む顆粒(アズール顆粒)の脱顆粒

が亢進している可能性を示唆した。この顆粒

に含まれる他の酵素エラスターゼの活性を

調べた結果、VSOP-KO マウスの好中球では、

野生型よりもエラスターゼ活性が高いこと

が分かった（図３）。つまり、VSOP-KO マウ

スの好中球では、アズール顆粒の脱顆粒が亢

進していると考えられる。これらの異常は、

NADPH オキシダーゼが活性化したときにのみ

見られることが分かった（図２、図３）。 

好中球はアズール顆粒を含めて少なくと

も３種類の顆粒が存在することが知られて

いる。VSOP ノックアウトマウスの好中球では、

アズール顆粒以外の顆粒の脱顆粒が異常に

なっているのかどうか検証した。NADPH オキ

シダーゼと同じ顆粒（特殊顆粒）に存在する



 

 

ラクトフェリンの量を調べたところ、その量

は VSOP ノックアウトマウスと野生型の好中

球の間で有意な差は見られなかった（図４）。

以上の結果より、（１）VSOP はアズール顆粒

の脱顆粒を抑制する、（２）その抑制機能は、

NADPH オキシダーゼ活性依存的に作動するこ

とが明らかになった。この VSOP の機能は、

活性酸素の産生を抑えることで、活性酸素に

よる生体の不必要な損傷を防いでいると考

えられる。 

 

図１ 次亜塩素酸の測定。縦軸は、MCD の吸

収を示している。次亜塩素酸が MCD に反応す

ると MCD の吸収が低下する。－は刺激なし、

DPI は NADPH オキシダーゼの阻害剤で PMA と

ともに加えた。Cat は過酸化水素を水と酸素

に変換する酵素カタラーゼを示しており、

PMA とともに加えた。MPO は、PMA 刺激時に加

えた。 

 

図２ MPO 活性の測定。縦軸の% MPO release

は、細胞内に含まれる総 MPO 量をもとに細胞

外に放出された MPO の割合を求めた。 

 

 

 

 

図３ エラスターゼ活性の測定。縦軸は、蛍

光強度を示している。エラスターゼ活性が高

い程、蛍光が強くなる。 

 

 

図４ ラクトフェリン量の測定。縦軸は発色

剤 TMB の吸収を示している。 
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