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研究成果の概要（和文）： 
転写調節や転写後mRNAの制御機構の解明と遺伝子疾患の治療のための基礎データを

提供することを目的とした。今回の科学研究費にて、NADPH オキシダーゼ構成因子

の転写調節や（J. Immunol. 2011, Biochem Biophys Res Commun. 2010）、酸化ストレス

のシグナル伝達機構を明らかにした（Biochem Biophys Res Commun. 2011）。また、微

量活性酸素の定量方法の開発にも成功した（Tropical Medicine and Health. 2011）。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The gaol of this research is an analysis of transcription, post-transcription and the modulation 
of mRNA. This researches clarified transcriptional regulation of the phagocyte NADPH 
oxidase (J. Immunol. 2011, BBRC 2010) and signal transduction by oxidative stress for the 
cells (BBRC 2011). This reaearch further developed the method to detect superoxide 
quantitatively (Tropical Medicine and Health. 2011). 
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１．研究開始当初の背景 
（１）病原微生物等の貪食など、細胞が刺
激された時に、細胞休止期には細胞内に存
在する蛋白質、p47phox, p67phox, p40phox

（phoxは phagocyte oxidaseの略）と Rac
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）と結合することにより、食細
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胞 NADPH オキシダーゼは活性化される。こ
の活性化型 NADPH オキシダーゼは活性酸素
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。NADPH オキ
シダーゼ構成蛋白質の中で、gp91phoxだけ
は X染色体にコードされるので、慢性肉芽
腫症（CGD）患者の約 75%を占める。また、
このgp91phoxは細胞内のNADPHから細胞外
の酸素分子に電子を渡すための全ての機能
ドメイン、即ち、NADPH 及び FAD 結合ドメ
イン、heme結合サイトを分子内に持つ。日
本を含む先進国での CGD の発症頻度は 100
万人に対し 4から 5人であり、新生児マス
スクリーニングにて検査されるフェニルケ
トン尿症とホモシスチン尿症の中間に位置
する。 
（２）CGD患者の一部は、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、正常人と同等の活性
酸素が生成される結果、致死的な感染症は
これまで避けられた。このように gp91phox
遺伝子のプロモーターに変異の解析や
mRNA のナンセンス変異の解析は重要と考
えられる。CGD 患者への治療法としては、
これまで経験的に IFNγの有効例が多かっ
たが、その理由や作用機序は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 （１）本応募課題の目的は、これまで全く
わからなかったIFNγによる治療機構を明ら
かにすることにより、少しでもCGDの治療に役
立つデータを提供することである。応募者の
解析結果から、IFNγの有効例と無効例の遺伝
子変異部位を明らかにし、今後発生するCGD
の変異部位の同定から、IFNγ投与の有効性を
予め判定可能となることを目指す。 
 （２）同じ薬物で適切に治癒する人もいれ
ば、効果のない人、副作用がでる人もいる。
薬の効果・副作用と遺伝子型との相関性の研
究が必須になりつつある現在、いわゆる「オ
ーダーメードの医療」においては薬物反応性
と遺伝子多型との関係を調べておき、その中
から個人に対してより確実な有効性とより
低い副作用発現の可能性の選択を、本研究を
進めることにより期待できる。 
 
３．研究の方法 
（１）応募者のこれまでの解析から、gp91phox
遺伝子のexon内にpre-mature stopが存在す
るCGD患者の中には、IFNγの無効例が存在す
る。この無効例では、スキップされる１つの
exonがコードする部分蛋白質は、活性酸素生
成上の重要な領域と考えられる。即ち、91phox

をコードする遺伝子上で、電子伝達機構上必
須である領域をコードしている重要な部分、
あるいは構造維持のために必要な部位に対応
するexonの欠損を生じる場合はIFNγが無効
と考える。このIFNγ無効の症例を解析するこ
とにより、gp91phoxの機能的にも構造的にも
重要な領域を明らかにできると考える。 
（２）培養細胞における実験系を作成し、IFN
γ刺激下、あるいは非刺激下でのexon skip
の実験的証明を行う。具体的な方法としては、
応募者が既に作成したNADPHオキシダーゼ再
構成系が可能な細胞に、まずgp91phox以外の
オキシダーゼ構成蛋白質を全て発現させる。
その後、IFNγが有効な患者由来、あるいは正
常人由来gp91phoxcDNAを、薬剤耐性を組み込
んだプラスミッドと共に遺伝子導入を行う。
gp91phoxの発現は、細胞の外側から認識する
モノクローナル抗体により確認し、必要があ
ればソーティングにより分取し、オキシダー
ゼ構成蛋白質を全て発現する細胞を作成する。
まず、その細胞においても、IFNγ刺激後の短
いgp91phox mRNAや蛋白質の発現を確認する
とともに、オキシダーゼ活性も調べる。正常
人あるいはCGDのgp91phoxcDNA由来の細胞で、
生成される活性酸素量の比較も行い、この人
工細胞の系において、どの程度の活性が確認
できれば、臨床的にIFNγ投与が有効であるの
かを推測できるデータを提供する。同時にIFN
γ無効CGD患者由来gp91phoxcDNAを遺伝子導
入した細胞においても、IFNγによりexon 
skipは起こるが活性酸素は生成されないこと
を確認する。 
（３）Exon skipは本来のスプライスの後、
何らかのチェック機構が pre-mature stopを
探し出し、該当する exonを更にスプライス
により取り除く。正常のスプライスを担うス
プライソソームは、exon skipにおいても重
要と考えられている。一方これまでの解析か
ら、正常スプライスに関与するスプライソソ
ームの１つである UPF2（up frameshiftの略）
の存在が Exon skip に必須であることがわか
って来た。また、UPF２はリン酸化されるこ
とがわかっているが、そのリン酸化酵素やリ
ン酸化の生理的意義はわかっていない。そこ
で、UPF２に対する抗体の作成を行い、細胞
レベルで IFNγが UPF２のリン酸化に関与し
ていることを確かめる。具体的には、IFNγ
刺激後経時的に細胞を調整し UPF２に対する
抗体を用いた免疫沈降法により UPF2を分離
して、リン酸化の有無を調べる。リン酸化 UPF
２が実際に UPF1や 3、その他に種々の蛋白質
が直接間接的に結合していると考えられる
ので、それらの同定も行う。 
 
４．研究成果 
（１）応募者らはこれまで、NADPH オキ
シダーゼの中心酵素である gp91phox の解



 

 

析を進めてきた。特に転写調節から翻訳へ
の過程を明らかにすることにより、CGD
の病因の解明や治療法の開発に努めてきた。
これは gp91phox に限らず、他のタンパク
質の発現機構や生命現象の解明にも応用さ
れるものと考える。Gp91phox の発現に関
しては、プロ モーター異 常 型 CGD 
（Kuribayashi et al., BBRC 1995）を世界で最
初に発見したことを機に解析を進めてきた。
昨年度はヒストンのアセチル化に関与する
GCN5 による gp91phox 発現の調節機構を明
らかにした（Kikuchi H, Kuribayashi F et al., J 
Immunol 2011）。同様に NADPH オキシダーゼ
を発現している Bリンパ球においても、こ
の GCN5 は、Sykや Btk などのガン遺伝子の
発現を制御しながら、酸化ストレスから細
胞を保護していることを示唆した（Kikuchi 
H, Kuribayashi F et al., BBRC 2011）。更に、B
リンパ球では転写における PKCなどのリン
酸化酵素の重要性を明らかにした（Kikuchi 
H, Kuribayashi F et al., Results in Immunology, 
Accepted for publication on the tenth of 
November in 2011）。 
 
（２）転写後 mRNA のスプライスの機構の解
析途上であり、その一部を論文発表した
（Yamazaki T et al., Tropical Medicine and 
Health 2011）。また、予期せぬ結果ではあっ
たが、クルクミンが NADPH オキシダーゼ構
成因子の発現を上昇させることによって、
活性酸素を正に制御していることも明らか
にできた（Kikuchi H, Kuribayashi F et al., 
BBRC 2010）。 
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