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研究成果の概要（和文）：電依存性プロトンチャネルは、貪食細胞において、pH、膜電位を制御する分子である。我々
は、プロトンチャネルの役割を明らかにするために、生体防御において重要な細胞である好中球に着目して、研究を行
った。その結果、プロトンチャネルが、強力な酸化剤である次亜塩素酸を作るミエロパーオキシダーゼやエラスターゼ
などの分解酵素を含むアズール顆粒と呼ばれる小胞の分泌を負に制御していることを明らかにした。また、プロトンチ
ャネルが欠失したマウスは野生型よりも真菌感染によって炎症が強く誘発されることが分かった。すなわち、プロトン
チャネルは好中球の脱顆粒を抑制することで、炎症を抑制すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Voltage-gated proton channel regulates intracellular pH and membrane potential in 
phagocytes. We investigated the function of proton channel in neutrophils that are important immune cell 
in host defense. We found that proton channel negatively regulates the release of azurophil granules in 
neutrophils, which contain myeloperoxidase producing hypochlorous acid and degradative enzymes. We also 
found that proton channel deficient mice exhibit severer inflammation in lung than wild type mice upon 
fungal infection. These results suggest that proton channel suppresses inflammation through the 
inhibition of the granule release in neutrophils.
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１．研究開始当初の背景 

 電位依存性プロトンチャネル Hv1/VSOP

は、貪食細胞において、活性酸素を作る酵素
NADPHオキシダーゼの活性を制御すると推
定されていた。我々は、このチャネルのノッ
クアウトマウスを作成し、好中球における活
性酸素の産生能を制御するプロトンチャネ
ルの機能を実証してきた（Okochi et al., 

BBRC 2009, Chemaly et al., JEM 2010）。 

 プロトンチャネルが欠損すると、活性酸素
の低下が引き起こされることは分かったが、
好中球が作りだす活性酸素は 1種類ではなく、
いろいろな活性酸素種が作られる。NADPH

オキシダーゼが作る活性酸素はスーパーオ
キシドアニオンであり、その後の反応は、不
均化反応により過酸化水素ができ、その後、
ミエロパーオキシダーゼ（MPO）の働きによ
り、過酸化水素から次亜塩素酸が作られる。
プロトンチャネルが欠損すると、スーパーオ
キシドアニオンと過酸化水素量が低下する
ことは分かったが、その後の反応にも影響が
出るかどうかは不明だった。そこで、次亜塩
素酸の量を測定したところ、予想に反して、
プロトンチャネル欠損好中球では、野生型よ
りも次亜塩素酸の産生量が増えていること
が分かった（図 1）(Okochi et al., JLB 2016)。
この原因を解明することにより、プロトンチ
ャネルの新たな機能を明らかにできるので
はないかと考え、実験を行った。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、プロトンチャネルが欠損した
好中球において次亜塩素酸の産生量が増え
る理由を調べることで、プロトンチャネルの
新たな機能を明らかにすることを目的とし
た。 

 

３．研究の方法 

 プロトンチャネルが欠損したマウスの好
中球を骨髄から分離し、各種実験を行った。
次亜塩素酸の測定は、タウリンを用いて測定
し 、 MPO の 活 性 は 、 O-dianisidine 

hydrochlorideを用いて測定した。MPO の量
は、ELISA法により測定した。エラスターゼ
活性は、蛍光物質とエラスチンが結合したプ

ローブを用いて測定した。細胞内顆粒の数は
DAB を用いて顆粒を染色した後、電子顕微
鏡を用いて数えた。カンジダ真菌を用いた感
染実験は、4×106個のカンジダを副鼻腔から
投与し、5 日間の生存率を調べた。5 日後、
肺を取り出し、ヘマトキシリン・エオジン
（HE）染色した。 

 

４．研究成果 

 次亜塩素酸の産生量が、Hv1/VSOP欠損好
中球において増加している理由には、細胞外
に分泌される MPO の量が増加している可能
性が考えられた。そこで、活性酸素の産生を
刺激する薬剤PMAで好中球を30分間処理し、
細胞外液を回収した後、ELISA 法により
MPOの量を野生型とHv1/VSOP欠損好中球
間で比較した。その結果、Hv1/VSOP欠損好
中球において、MPO の量が有意に増加して
いることが分かった（図 2）(Okochi et al., 

JLB 2016)。MPO の分泌は、オキシダーゼの
活性を阻害する DPIによって阻害された。す
なわち、MPO の過剰な分泌は、オキシダー
ゼ活性によって誘発されていた。次に、MPO

と同じ顆粒に存在する別の酵素エラスター
ゼについても、細胞外に過剰に分泌されてい
るかどうか調べた。その結果、エラスターゼ
活性も Hv1/VSOP 欠損好中球において有意
に増加していた（図 3）(Okochi et al., JLB 

2016)。すなわち、MPO、エラスターゼを蓄
えるアズール顆粒と呼ばれる顆粒の脱顆粒

図 1：次亜塩素酸量の測定. PMAは、活性酸

素の産生を誘導する薬剤。DPIは NADPHオ

キシダーゼ阻害剤、NaN3 および ABAH は

MPO阻害剤。Mean+/-SD。t検定。 

 

図 2：MPO の量の測定. Mean+/-SD。

Tukey-Kramer検定。 

図 3：エラスターゼ活性の測定. E.I.:エラスタ

ーゼ阻害剤。Mean+/-SD。Tukey-Kramer検定。 



 

 

が促進していると考えられた。そこで、PMA

刺激後の細胞内に残っているアズール顆粒
の数を測定した。MPO 活性を利用してアズ
ール顆粒において DAB 色素を沈着させた後、
電子顕微鏡を用いて顆粒の数を数えた結果、
Hv1/VSOP欠損好中球において、アズール顆
粒の数が有意に低下していることが分かっ
た（図 4）(Okochi et al., JLB 2016)。すなわ

ち、Hv1/VSOP 欠損好中球では、PMA 刺激
依存的に、つまり、オキシダーゼ活性依存的
に、アズール顆粒の脱顆粒が促進しており、
その結果として、次亜塩素酸の量が増えると
いう結論に達した。 

 生体内において同様な現象が見られるか
どうか調べるために、好中球を刺激する IgG

抗体を用いて同様の実験を行った。その結果、
IgG 刺激でも脱顆粒の亢進が確認された（図
5）(Okochi et al., JLB 2016)。プロトンチャ

ネルによる脱顆粒を制御する機構を調べる
ために、カリウムイオノフォアであるバリノ
マイシンで好中球を処理した。バリノマイシ
ンは膜電位を抑制する効果を持つ。その結果、
Hv1/VSOP 欠損好中球で見られた脱顆粒の
亢進が部分的に抑制された（図 6：次亜塩素
酸の量（上図）、エラスターゼ活性（下図）
が部分的に低下した）(Okochi et al., JLB 

2016)。すなわち、Hv1/VSOP による脱顆粒
の制御には、膜電位が関与すると考えられる。 
 個体レベルにおける影響を調べるために、
カンジダ真菌を用いた肺感染症を誘導した。
Hv1/VSOP欠損マウスは、野生型と同程度の
菌の除去能を示す一方で、炎症が野生型より
も強く現れた（図 7）(Okochi et al., JLB 

2016)。この結果は、活性酸素の増加により、

正常に菌を除去できたが、アズール顆粒内に
存在する各種分解酵素が過剰に分泌された
ために、炎症が強く現れたと考えられる。 

 以上を踏まえ、Hv1/VSOPによる脱顆粒の
制御機構を図 8に示した。Hv/1VSOPは、従

来言われていた活性酸素の産生を正に制御
する機能（NADPHオキシダーゼの活性をサ
ポートする）に加えて、脱顆粒を抑制して

図 5：IgG 刺激後における MPO 活性とエラス

ターゼ活性の測定。Mean+/-SD。ｔ検定。 

 

図 6：脱顆粒の亢進におけるバリノマイシンの

効果. Vali:バリノマイシン。PMAで刺激する

前にバリノマイシンで 5 分処理した。

Mean+/-SD。Tukey-Kramer検定。 

図 4：アズール顆粒の数の測定. 左図：代表的

な電子顕微鏡写真。矢印は、DAB陽性のアズ

ール顆粒を示す。写真右上に、顆粒の数を示

している。Mean+/-SD。Tukey-Kramer検定。 

WT ns   KO ns  WT PMA  KO PMA 

図 8：脱顆粒を制御する Hv1/VSOPの機能 

図 7：カンジダ感染肺の HE 染色像. 左図の

白枠は、右図の拡大図の場所を示す。黄色矢

印は、WT では好中球を、KO では多核・濾

胞マクロファージを示す。 



 

 

MPO の量を負に制御することが今回明らか
になった。MPO 並びにエラスターゼなどの
分解酵素の量を負に制御する機構は、過度な
炎症を抑制する機構につながると考えられ
る。 
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