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研究成果の概要（和文）：細胞が生きていくためには ATP が必要であるが、効率よい ATP 合成を

行うとその副産物として活性酸素ができる。活性酸素は反応性が高く、細胞及び組織の傷害を

引き起こすが、一方で生体は、活性酸素を逆に有効利用していることが分ってきた。有効利用

のためには、活性酸素の生成自体を目的とした酵素が必要となるが、NADPH オキシダーゼ（Nox）

ファミリーはまさにそのような酵素群である。本研究では、種々の Nox による活性酸素生成を

詳細に検討し、その制御機構を分子レベルで明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Although ATP is essential for cell survival, efficient synthesis 
of ATP results in generation of reactive oxygen species (ROS) as inevitable deleterious 
by-products. ROS is highly reactive and thus induces cell and tissue damage; on the other 
hand, increasing attention has currently been paid to beneficial roles of ROS.  For this 
purpose, there exist enzymes dedicated to ROS production, such as Nox family NADPH 
oxidases.  In the present study, we have intensively studied ROS production by 
various types of Nox oxidases and clarified molecular mechanisms for Nox regulation. 
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１．研究開始当初の背景 
 歴史的に、活性酸素は、細胞及び組織の傷
害を引き起すいわば悪玉の分子とみなされ
てきた。しかし、近年その積極的な役割が分
子レベルで明らかにされつつある。即ち、細
胞内には活性酸素等の酸素ストレスを鋭敏
に感知する複数のケミカルセンサー（レドッ
クスセンサー）あるいは受容体タンパク質が
存在し、それらが活性酸素によるシグナル伝

達を担うというものである。この過程の最初
のステップ「活性酸素の生成」には、（代謝
系の副産物ではなく）「積極的に」つまり「真
の産物」として活性酸素を生成する系の関与
が考えられている。その１つが、本研究の対
象である一群の NADPH オキシダーゼ（Nox）
であり、ヒトでは Nox1~Nox5 の 5 種が知ら
れている（この中で Nox4 は申請者らが同定・
クローニングした分子種である）。 
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 Nox は、酸素分子から直接スーパーオキシ
ド(O2

－)を生成する酵素であり、とりわけ良く
知られているのは食細胞に豊富に存在する
食細胞 NADPH オキシダーゼである。食細胞オ
キシダーゼは微生物等の貪食時や炎症性の
刺激剤により活性化されてスーパーオキシ
ドを生成するようになり、スーパーオキシド
に由来する種々の活性酸素が強力な殺菌剤
として働くわけである。食細胞オキシダーゼ
の酵素本体は膜タンパク質 Nox2（別名
gp91phox：p22phoxと複合体を形成）であり、そ
の活性化には、低分子量 Gタンパク質 Rac と
特 異 的 な 活 性 化 タ ン パ ク 質
(p47phox,p67phox,p40phox)が共に活性型となり、
細胞質から細胞膜へ移行して gp91phox–p22phox
複合体と相互作用することが必須である(下
図)。一方、大腸上皮細胞や血管平滑筋細胞
に豊富に存在する Nox1 の活性化には、Rac に
加えて Noxo1（p47phoxのホモログ）と Noxa1
（p67phoxのホモログ）が必要であり、また内
耳に高発現している Nox3 の活性化にも
p47phox、Noxo1、p67phox等の Nox 活性化タンパ
ク質が関与している。 

 Nox ファミリーの発見以来、世界的に Nox の
研究者が急増し極めて盛んな分野となってい
るのは言を待たないが、残念ながら、我が国
の研究者数は未だ少ない。一方、世界的に爆
発的な研究がなされているにも関わらず、Nox
に関するいくつかの重要な問題が未解決なま
まである。 
 
２．研究の目的 
 活性酸素シグナルの形成において重要な
役割を果たす Nox について、Nox ファミリー
(Nox1~Nox5)の活性化制御機構の時間的空
間的な全体像を解明するものである。特に、
「Nox 活性化タンパク質の作用機構」に関す
る研究をさらに押し進めるとともに、「Nox 活
性化タンパク質の結合により Nox に何が起こ
り、活性酸素生成に至るのか」また「Nox が
細胞内のどこに局在するのか、その局在はど
のように変化するのか」という問題に焦点を
あてる。 
 
３．研究の方法 
(1) Nox 活性化タンパク質の作用機構の解
明：p47phox、Noxo1、p67phox、Noxa1 等の Nox
特異的活性化タンパク質や Rac の作用機構に

ついて、細胞レベルでの再構成系（CHO 細胞、
HeLa 細胞、K562 細胞を用いる）および精製
タンパク質を用いた無細胞活性化系により、
生化学的手法、分子生物学的手法を駆使して
解析を行う。それぞれに対する種々の変異体
タンパク質を用いて、それらの Nox 活性化活
性、 これら変異のタンパク質間相互作用に
対する影響、（筆者らが開発した「細胞レベ
ルでの Rac 活性化測定法」を用いて）Rac 活
性化と Nox 活性化の連関などを検討する。 
(2) Nox の細胞内局在機構の解明：野生型お
よび変異型の Nox を種々の細胞に発現させ、
その細胞内局在を、また食細胞のファゴサイ
トーシス時の Nox 活性化タンパク質の局在を、
生化学的方法および分子細胞生物学的方法
を駆使して解析する。 
 
４．研究成果 
(1) p47phoxは、N 末端側から順に、PX ドメイ
ン、２つの SH3 ドメイン、プロリン・リッチ
領域からなるが、PX ドメインと SH3 ドメイン
の間に、Nox 活性化に必須で進化的に保存さ
れた新たな領域（Ile-152 を含む領域）を同
定した。この領域は、p47phox の細胞質から膜
への移行には影響を与えないが、膜移行後の
p47phox と Nox2 との相互作用に重要であると
考えられる。 
(2) p47phox内に存在するPXドメインは膜リン
脂質結合能をもちp47phoxの膜移行に重要であ
るが、この PX ドメインとリン脂質の相互作
用の詳細を構造生物学的および生化学的な
手法を用いて解析し、これが PX ドメインに
よる新規な型のリン脂質認識機構によるも
のであることを示した。 
(3) 全長型 p67phoxの低分解能の溶液構造を X
線小角散乱法により決定し、p67phox分子内で
はドメイン間相互作用がなく「伸びた構造」
をしていることを明らかにした。 
(4) Nox2 活性化には Rac の insert 領域（低
分子量 G蛋白質の中で Rhoファミリーだけに
存在する領域）が必要であると報告されてい
たが、この領域は Nox 活性化には不要である
ことを詳細な解析により明らかにした。 
(5) Nox1 活性化の分子機構について解析し、
タンパク質キナーゼ C(PKC)により Noxo1
（Nox1 活性化に必須のタンパク質）がリン酸
化されると Noxo1 と Noxa1（これも Nox1 活性
化に必須のタンパク質）の相互作用が増強さ
れること、その結果 Nox1 による活性酸素生
成が促進されることを示した。 
(6) p67phox分子内で、Nox 活性化に必須で進
化的に保存された新たな領域（アミノ酸番号
190-200）を同定し、この領域が Nox2 の C 末
細胞質領域に直接相互作用して働くことを
示した。 
(7) ヒト好中球の食作用時において、Nox2
活性化に重要な膜リン脂質の動態を測定す
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る方法を確立し、(i)ホスファチジルイノシ
トール-4,5-ビスリン酸は、ファゴゾーム膜
形成時に減少を始め閉じたファゴゾーム膜
には存在しないこと、(ii) ホスファチジル
イノシトール-3,4,5-トリスリン酸は、閉じ
たファゴゾーム膜にのみ集積すること、
(iii) ジアシルグリセロールは、ファゴゾー
ム膜形成時に出現しファゴゾーム膜が閉じ
て暫くして消失すること、(iv) ホスファチ
ジルセリンは、ファゴゾーム膜に常に存在す
ること等を明らかにした。 
(8) Nox1 の Noxo1/Noxa1 依存性および Nox4
の恒常的活性酸素生成活性は、それぞれの
Nox の C 末細胞質領域が担うことを示した。 
(9) Nox の各領域の役割について Nox のキメ
ラタンパク質を用いて解析し、「Nox の N 末膜
貫通領域が Nox2型であるか Nox4型であるか
によって、primary product として生成され
る活性酸素の種類が決定されること」を明ら
かにするとともに、「Nox 活性化タンパク質
（p47phoxや p67phox等）による調節を受けるか
あるいは恒常的に活性酸素を生成するか否
かを決めているのはC末細胞質領域であるこ
と」を示した。 
(10) Nox2 の活性化には、２つのスイッチ即
ち「p47phox（Nox2 活性化に必須のタンパク質）
の構造変化」と「低分子量タンパク質 Rac の
GTP 結合型への変換」が同時に ON になること
が必要であることが知られていた。一方、細
胞刺激時に膜リン脂質から遊離したアラキ
ドン酸が Nox2 を活性化できることが知られ
ているが、アラキドン酸が「p47phoxの構造変
化」を誘導すること以外、その分子機構は不
明であったが、アラキドン酸が「Rac の GTP
結合型への変換」を引き起こすことに加え、
さらに Rac と p67phox（もう１つの Nox2 活性化
に必須のタンパク質）と Nox2 の３者複合体
形成という第３のスイッチ（今回見出した新
たなスイッチ）も ON にすることで Nox2 を活
性化することを明らかにした。 
(11) Nox は膜上で均一に存在するのではなく、
例えば遊走中の好中球では Nox2 はその前方
でのみ活性化されるし、Nox1 は上皮細胞の
apical 側の細胞膜にのみ発現している。この
様に、Nox の活性化は細胞の極性形成と強く
couple している。この細胞極性形成に必要な
進化的に保存されたタンパク質である mInsc
と LGN の複合体の結晶構造を 2.6 Å の解像度
で決定した。LGN は 8 つの TPR モチーフをも
ちこれらが superhelix を形成しているが、
そのsuperhelixの内側の凹面に沿ってmInsc
が結合することが明らかとなった。 
(12) Nox5 の細胞膜表面への局在を決定して
いる領域を同定し、この領域が他の Nox タン
パク質の細胞内局在にも影響しうることを
示した。 
(13) Nox2 の細胞膜表面への局在における膜

タンパク質 p22phoxの重要性を明らかにした。 
(14) 好中球ファゴサイトーシス時の Nox2 活
性化において、Nox2 活性化タンパク質がファ
ゴソームに集積するのには、多くのタンパク
質間相互作用と PX ドメインを介したタンパ
ク質脂質相互作用が必要であることを明ら
かにした。 
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