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研究成果の概要（和文）：好中球等の食細胞に発現する食細胞 NADPHオキシダーゼは、生成する活性酸素が殺菌剤とし
て機能することで、生体防御上重要な役割を果たしている。本研究では、オキシダーゼの酵素本体である Nox2の安定
化に必要な p22phox との結合部位に関して新たな知見を得た。また、活性化タンパク質依存と非依存性のNox1～Nox4
の酵素活性化メカニズム、及びタンパク質成熟化に必要な翻訳後修飾の役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The phagocyte NADPH oxidase, dormant in resting cells, is activated during 
phagocytosis to produce superoxide, a precursor of microbicidal oxidants. The catalytic core of the 
phagocyte oxidase is Nox2, a membrane-spaning protein that forms a stable heterodimer with p22phox. In 
this study, I found that both N- and C-terminal regions play a crucial role in Nox binding to p22phox. 
Furthermore, I showed that the C-terminal part of Nox1, Nox2 and Nox4 play a role in activation of 
activator proteins-dependent or -independent activation of Nox family. I also found that the 
posttranslational modification plays a crucial role for the protein maturation of Nox.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景	 
	 細胞内の代謝系の副産物として生成され
る活性酸素は、細胞および組織の障害を引き
起こすため、一般には有害なものとされてい
る。一方で、生体内には反応性の高い活性酸
素を積極的に利用している系も存在する。そ
の 1つが、食細胞である好中球による生体防
御である。好中球は、生体内に侵入した病原
体を貪食し、多量の活性酸素を生成し殺菌す
る。この活性酸素の生成源として働くのが
「殺菌に重要な食細胞 NADPH オキシダー
ゼ」である。食細胞 NADPH オキシダーゼの酵
素本体は、細胞膜貫通型タンパク質の Nox2
（Nox;	 NADPH	 oxidase）である（Nox2 の別名
は gp91phox）。Nox2 の重要性は、その遺伝的欠
損症である慢性肉芽腫症（CGD;	 chronic	 
granulomatous	 disease）で示される。CGD と
は、Nox2 による活性酸素の生成がまったく行
われないため、好中球の殺菌能が著しく低下
し、幼少期より重篤な感染症を繰り返す遺伝
疾患である。一方、無秩序な活性酸素の生成
は、周辺組織の炎症を引き起こすため、Nox2
の活性は厳密に制御されていなくてはなら
ない。実際に、Nox2 はそれだけではまったく
活性を持たない。その活性化は、細胞休止時
には細胞質に存在する活性化タンパク質で
ある p47phox、p67phoxおよび低分子量 G タンパ
ク質である
Rac が、細胞
刺激に応じ
て膜に移行
し、Nox2 と
複合体を形
成すること
により起こ
る（図 1）。しかしながら、活性化タンパク質
の作用により、活性化に必要な Nox2 本体の
構造変化（すなわちスイッチのオン）がどの
ように引き起こされるかは、まったく分かっ
ていなかった。また、Nox2 は同じく膜タンパ
ク質のパートナー分子p22phoxと会合している
（図 2）。p22phoxの遺伝的欠損でも CGD が引き
起こされることから、p22phoxが Nox2 に会合す
ることにより、
Nox2 をタンパ
ク質レベルで
安定化すると
考えられてい
るが、そのメ
カニズムは不
明なままであ
った。Nox2 の
ホモログであ
り、非食細胞に発現する Nox ファミリーメ
ンバー（ヒトでは Nox1 から Nox5 までの 5
分子種）から生成される活性酸素は、血圧調
節、平衡感覚に必須の耳石の形成、さらには
シグナル伝達分子と機能している。Nox2 と同
様に、Nox1 や Nox3 も p22phoxと会合している

こと、可溶性の活性化タンパク質により酵素
活性の制御を受けていることが知られてい
る。一方、多様な発現パターンを示し、レド
ックスシグナル伝達の多くに関わっている
と考えられている Nox4 は、p22phoxと結合する
ものの、どのようなメカニズムで酵素活性を
制御しているかどうかは不明なままであっ
た。	 
	 
２．研究の目的	 
(1)	 Nox ファミリーのタンパク質成熟化にお
けるパートナー分子と翻訳後修飾の役割	 
本研究では、まず Nox2 と p22phoxの会合に関
わっている領域およびアミノ酸を同定し、
Nox2 が安定化されるメカニズムを解明する。
また、Nox2 は翻訳後修飾の 1つであるグリコ
シル化を受けることが知られているが、その
役割は不明なままであった。そこで、Nox2（他
の Nox ファミリーについても）のタンパク質
の成熟化と安定化におけるグリコシル化の
役割を明らかにすることを目的とした。	 
(2)	 活性化タンパク質による Nox2 の活性化
メカニズム	 
これまでに、Nox2 が活性化タンパク質と複合
体を形成することにより活性化されること
が明らかにされてきたが、実際に酵素本体で
ある Nox2 活性のスイッチをオンにする仕組
みは、まったく分かっていなかった。活性化
タンパク質は、Nox2 の細胞質領域（活性酸素
を生成するために必要な電子供与体の NADPH
が結合する領域）に結合すると考えられてい
る（図 3）。そ
こで、Nox2 の
細胞質領域と
活性化タンパ
ク質との詳細
な結合実験を
行い、どのよ
うにして Nox2
活性のスイッ
チをオンにす
るのか、その
メカニズムを明らかにすることを目指した。	 
(3)	 Nox ファミリーの活性化メカニズム	 
Nox2 に加え、その他の Nox の活性化メカニズ
ムを検討した。Nox1 は、Nox2 と同様に可溶
性の活性化タンパク質により酵素活性が制
御されている。一方で、Nox4 は恒常的に活性
酸素を生成していることが知られている。ま
た、Nox5 は自身の N 末端細胞質領域に EF ハ
ンド存在することから想像されるように細
胞内カルシウム濃度により酵素活性が制御
されている。本研究では、これらの Nox ファ
ミリーの活性化メカニズムを明らかにする
ことを目指した。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)	 Nox ファミリーのタンパク質成熟化にお
けるパートナー分子と翻訳後修飾の役割	 
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①	 Nox2 と	 p22phoxの会合に関わる領域の同定	 	 
Nox5 は p22phoxと
会合せず、Nox5
単独でタンパク
質として安定に
存在することが
できる。この性
質を利用して、
Nox2 と Nox5 の
６つの膜貫通セ
グメントを交換
したキメラタン
パク質を作成し
（図 4）、これら
の Nox キメラタ
ンパク質と p22phoxとの結合能を調べた。私が
研究期間開始前までに確立した結合能を検
討するための「培養細胞を用いた膜タンパク
質 Nox ファミリーの発現・再構成法」、「膜タ
ンパク質 Nox と p22phoxの免疫沈降法」、「調製
した膜画分のウェスタンブロット法による
検出方法」を用いた。また、細胞質領域に関
しても同様の実験手法を用いて、p22phoxとの
結合に必要な領域の同定を目指した。さらに、
同定した領域内で報告されている Nox2 のア
ミノ酸置換によって引き起こされたタンパ
ク質レベルでの発現量低下による CGD の症例
と照らし合わせつつ、p22phoxとの相互作用に
重要なアミノ酸の同定を行い、Nox2 のタンパ
ク質レベルでの安定化メカニズムを明らか
にすることを試みた。本研究で得られた成果
は、Nox2 のみならず p22phoxと結合する Nox
ファミリーが酵素活性を示すための も重
要なメカニズムを明らかにする上で貴重な
情報をもたらすと考えられる。	 
②	 Noxファミリーの成熟化におけるグリコシ
ル化の役割	 タンパク質のグリコシル化は、
多くの膜タンパク質の輸送の促進やタンパ
ク質レベルでの安定化に寄与することが知
られている。私は、研究期間開始までに、Nox
ファミリーがグリコシル化の修飾を受ける
ことを見出していた。そこでグリコシル化コ
ンセンサス配列（Asn-X-Ser/Thr）のアミノ
酸置換した変異体を作成し、「安定性」、
「p22phox との結合能」、「細胞表面への局在」
（研究開始当初に、細胞表面タンパク質をビ
オチン標識して検出する方法を確立した）に
おけるグリコシル化の役割を調べた。	 
(2)	 活性化タンパク質による Nox2 の活性化
メカニズム	 
Nox2 の細胞質領域（FAD/NADPH 結合ドメイン）
に活性化タンパク質のp67phoxが直接結合する
ことにより Nox2 のスイッチをオンにすると
考えられているが、その実態は不明なままで
あった。そこで、Nox2 の特に基質（NADPH）
結合部位とp67phoxの直接的な結合様式の詳細
を in	 vitro結合実験により調べた。	 
(3)	 Nox ファミリーの活性化メカニズム	 
Nox 間の細胞質領域と膜貫通領域を入れ替え
たキメラタンパク質を作成し、「培養細胞を

用いた膜タンパク質 Nox ファミリーの発現・
再構成法」、「膜タンパク質 Nox と p22phoxの免
疫沈降法」、「調製した膜画分のウェスタンブ
ロット法による検出方法」により、Nox1 と
Nox2 の活性化に必要な活性化タンパク質が
どの領域に作用しているのか、また活性化タ
ンパク質に非依存性の恒常的な Nox4 活性が
どの領域に依存しているのかどうかを検討
した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 Nox ファミリーのタンパク質成熟化にお
けるパートナー分子と翻訳後修飾の役割	 
①	 Nox2 と	 p22phoxの会合に関わる領域の同定	 
Nox の特定の膜貫通セグメントと細胞質領域
の一部がp22phoxとの結合に関わっていること
を見出した。また、そのセグメント内のアミ
ノ酸置換により CGD が引き起こされることが
報告されており、実際にそのアミノ酸を置換
すると、p22phoxとの結合能が失われた。これ
らの結果は、CGD の症例で報告されていた「こ
れまで原因が不明であったアミノ酸置換に
よる Nox2 タンパク質レベルの低下」が、
Nox2–p22phox 間の相互作用の喪失により引き
起こされていることを示した。	 
②	 Noxファミリーの成熟化におけるグリコシ
ル化の役割	 Nox1 は、Nox2 と同様に ER にお
いて p22phoxと結合し、Golgi 体を経由し、コ
ンプレックス型の N 型糖鎖を持つ Nox1 が細
胞表面に局在する。興味深いことに、Nox1 は
p22phoxの非存在下でも細胞膜に局在し、それ
はハイマンノース型の持つものであった。し
かしながら、細胞膜に到達したハイマンノー
ス型糖鎖を持つ Nox1 は酵素活性を示さない
ことから、Nox1 のタンパク質レベルでの成熟
化にはp22phoxとの結合が重要であることが分
かった。	 
(2)	 活性化タンパク質による Nox2 の活性化
メカニズム	 
活性化タンパク質の p67phoxのいわゆる「活性
化ドメイン」が Nox2 の活性化に重要である
ことは知られていたが、Rac–p67phox–Nox2 間の
親和性は極めて低く、in	 vitroの結合実験な
どによる詳細な解析はなされないままであ
った。そこで私は、Rac と p67phoxの融合タン
パク質を作成し、Nox2 との結合を調べたとこ
ろ、p67phoxの活性化ドメインを介して直接的
に Nox2 の基質（NADPH）結合部位に結合する
こと、またその結合が Nox2 の活性化剤であ
るアラキドン酸に依存することを見出した。
これまでに、アラキドン酸は 2つのスイッチ
であるRacと p47phoxの活性化に必要であるこ
とは知られていた。本研究により p67phox と
Nox2 の相互作用、すなわち第三のスイッチが
存在すること、それをアラキドン酸がオンに
することを明らかにした。	 
(3)	 Nox ファミリーの活性化メカニズム	 
Nox 間の細胞質領域と膜貫通領域を入れ替え
たキメラタンパク質の酵素活性を評価する
ことにより、Nox2 と Nox1 の C 末端細胞質領
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域がその活性化に必要とする活性化タンパ
ク質因子の種類を決定していること、Nox4 の
恒常的な活性が C末端細胞質領域に依存して
いることを見出した。	 
以上の研究成果は、「５．主な発表論文等」
の項目の	 [雑誌論文]	 にある複数の原著論
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