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研究成果の概要（和文）：活性酸素生成酵素NADPHオキシダーゼ（Nox）の時空間的制御機構を解明するために、
高解像度の共焦点レーザー顕微鏡および生化学的な種々の方法を駆使して、以下のようなことを明らかにした。
（１）Noxファミリーの中でNox2とNox5は異なる経路で細胞膜に輸送される。（２）Nox2の活性化には、低分子
量Gタンパク質Racが結合したp67phoxが、そのactivation domainを介してNox2と直接相互作用することが必要で
ある。（３）Noxが生成するROSは、他のタンパク質の成熟化（正確なジスルフィド結合形成）に重要な働きをも
つ。

研究成果の概要（英文）：To clarify spatiotemporal control of the reactive oxygen-producing NADPH 
oxidase (Nox), we have performed biochemical and microscopic experiments and obtained many findings 
including the following results: (1) among the Nox family, Nox2 and Nox5 are recruited to the plasma
 membrane in different manners; (2) activation of Nox2 requires its interaction with the activation 
domain of p67phox bound to the small GTPase Rac; and (3) Nox plays a crucial role in maturation of 
other proteins, especially correct formation of disulfide bonds.

研究分野：生化学・分子生物学

キーワード： 活性酸素　シグナル伝達　タンパク質　NADPHオキシダーゼ　Nox

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酸素分子に由来する活性酸素は、その高い反応性のために、時として細胞を傷つけることが知られている。一
方、しかるべき場所で生成された適量の活性酸素は生体機能の維持に必要であり、そのために活性酸素を生成す
るために特化した一群の酵素NADPHオキシダーゼ（Nox）が存在する。本研究では、Noxが細胞内のしかるべき場
所に輸送されるための経路、そこでNoxが活性化されて活性酸素を生成できるようになるための分子メカニズ
ム、その結果引き起こされる現象のひとつとしてタンパク質の成熟化があること等を明らかにした。



様 式 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９‐１、Ｚ‐１９、ＣＫ‐１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）哺乳類から微生物に至るまで、酸素分子に由来する活性酸素種（ROS）は細胞内外のシ

グナル分子として機能するが、その生成は適切な量が適切な部位でなされる必要がある。ROS

は極めて高い反応性をもち、過剰なあるいは不適切な部位での ROS生成は細胞傷害・組織傷害

の原因となるからである。しかし、細胞内における ROSの生成制御機構には不明な点が多い。

また、ROS 生成系が ROS センサー分子の機能調節にどのようにカップリングしているのかも

よく分かっていない。 

（２）ROS の生成制御には、種々の刺激に応答して、基質である酸素分子濃度に応じて ROS

を生成する酵素 Nox が重要であると考えられてきた。ヒト Nox ファミリーには、Nox1~Nox5

と Duox1/Duox2 の７分子種が存在し、それぞれ異なる機構で活性化され ROS を生成するよう

になる。例えば、Nox2の活性化には、低分子量 Gタンパク質 Racと p47phox（Nox2活性化タン

パク質で p67phoxや p40phoxと恒常的に結合）が活性型となり Nox2と直接相互作用することが必

須である。また、Nox1 の活性化には Rac に加えて Noxo1 と Noxa1（ともに住本らが同定・ク

ローニングしたタンパク質）が必要であり、Nox5 は Ca2+により直接活性化される。一方、住

本らが同定・クローニングした Nox4は、恒常的に活性をもつと考えられており、Nox4タンパ

ク質の量的調節が ROS生成制御に直結すると思われる。 

（３）一方、大腸菌などの原核生物および真核生物の一部（出芽酵母を含む）には、Noxは存在しな

が、酸素シグナリングにおいてそれぞれに特有のシステムを発達させている。例えば、分担研究者の

高木が明らかにしたように、出芽酵母のゲノム上には哺乳類 NO 合成酵素のオルソログが存在しない

が、高温処理などのROSレベルが上昇する酸化ストレス下で、フラボタンパク質Tah18がアルギニンか

ら NO を合成し、細胞の酸化ストレス耐性に寄与する。また、同様に高木は、大腸菌や酵母のイオウ同

化経路の一つであるチオ硫酸経路から生じる亜硫酸イオンが、シグナル分子として作用しイオウ同化

を制御している可能性を見出していた。 

 

２．研究の目的 
細胞の種類毎に、発現する Nox分子種は異なる。例えば、好中球などの食細胞には Nox2が、

大腸上皮細胞には Nox1が、腎臓遠位尿細管上皮細胞や血管内皮細胞には Nox4が、それぞれ主

な Noxとして存在している。Noxは膜タンパク質であるが、Noxがそれぞれの細胞においてど

の膜コンパートメントに局在するのか、その局在がどのように調節されるのか、細胞内局所に

おける Nox の ROS 生成はどのように制御されるのか（Nox 調節分子による制御、基質である

酸素濃度の効果など）、さらには哺乳類細胞の機能調節に Noxがどのようにカップルしている

のか等については不明な点が多い。本研究では、「ROSが仲介する酸素によるシグナル制御」

の観点から、上記の課題に取り組む。また、分担研究者の高木により、微生物の酸素シグナル

制御の解明を行う。これは、生物多様性の理解にも寄与し、哺乳類細胞では未だ見出されてい

ない制御系（Noxの存在の為に一見隠されていた制御系）の発見の緒となることが期待される。 

 

３．研究の方法 

（１）刺激応答型 ROS生成酵素 Noxの時空間的制御機構： 

種々の Noxの細胞内局在を規定する因子（翻訳後修飾や Nox結合タンパク質など）を同定する

とともに、局所での ROS生成の詳細な制御機構（Nox活性調節分子の役割・作用機構など）を、

高解像度の共焦点レーザー顕微鏡および生化学的細胞分画法などを用いて明らかにする。また、

種々のNoxが細胞膜や種々の細胞内コンパートメントのどこでどのように活性化されるかを解



明するため、細胞内局所で空間特異的に ROSを検出し time lapse 測定が可能な蛍光プローブを

浦野（A03班）と共同開発する。 

（２）Nox活性化とカップルした哺乳類細胞の機能調節： 

西田（A02班）、森（A01班）らと共同して、ROSセンサーとして働く TRPタンパク質（例え

ば Ca2+チャンネルである TRPC3など）と Noxの関連について明らかにする。また、住本らは、

Nox4が小胞体（endoplasmic reticulum; ER）での ROS生成に関与することを見出しており、ER

での Nox4の役割を解明する。 

（３）酵母の NO合成制御機構：  

高木らは、酸化ストレス下で Tah18タンパク質依存的に NOを合成し、それが抗酸化に寄与す

ることを見出していおり、Tah18と複合体を形成する Dre2タンパク質が ROS センサーとして

応答し、Tah18から解離することで NO合成を誘導する機構を解明する。 

（４）微生物のイオウ同化制御機構： 

また、チオ硫酸経路から生じる亜硫酸イオンがシグナルとしてイオウ同化制御に関わる可能性

があり、スルホ化タンパク質の同定とその活性制御および ROSとの関連を明らかにする。 

 
４．研究成果 

（１）「刺激応答型 ROS生成酵素 Noxの時空間的制御機構」に関して： 

① Nox1、Nox2、および Nox5 は細胞膜に移行してそこで ROS 生成を行うが、それぞれの輸送

経路については殆ど知られていなかった。Nox2は、小胞体（ER）から COPII小胞としてゴルジ

体に輸送され最終的に細胞膜に至る古典的経路（低分子量 Gタンパク質 Sar1および t-SNAREタ

ンパク質 Stx5 に依存）で細胞膜へ輸送されること、この輸送には Nox2 の N 型糖鎖修飾が必須

であることを明らかにした。一方、N型糖鎖修飾を受けない Nox5は、主として小胞体からゴル

ジ体を経ない（Sar1にも Stx5にも依存しない）新規な経路で細胞膜に輸送されることを示し
た。さらに、Nox1は N型糖鎖修飾の有無に関わらずの細胞膜への輸送は、従来型経路と新規経

路の両者の経路を用いることを示した（Genes Cells 23, 480–493, 2018）。 

② Nox2およびNox3は膜タンパク質 p22phoxと 2量体を形成して安定化され細胞膜に輸送される

が、一方、Nox5は p22phoxとは全く相互作用しない。p22phoxとのヘテロ 2量体形成に必要な Nox2

の領域を決定し、その領域のアミノ酸変異により引き起こされる慢性肉芽腫症（Nox2 の欠損に

より起こる遺伝性疾患；好中球による ROS 生成ができないため、病原性微生物に対する殺菌能

が著しく低下し、しばしば死に至る重篤な感染症を繰り返す疾患）のメカニズムを明らかにした。

さらに、Nox5の安定化に重要な領域を明らかにし、この領域が他の Noxも安定化できることを

示した（論文投稿中）。 

③ アラキドン酸は最も強力な Nox2 活性化作用を持つことが知られていたが、その作用機構は

不明であった。アラキドン酸が、細胞レベルで低分子量 G タンパク質 Rac の強い活性化作用を

持つことを示すとともに、活性化型 Racが結合すると p67phox（Nox2活性化タンパク質）が自身

の activation domainを介して Nox2の直接相互作用することで、スーパーオキシド（ROSの１種）

の生成を誘導することを明らかにした（J. Biol. Chem. 289, 24874–24884, 2014）。 

④ ROS 生成の細胞内部位特異的検出を行うために、新規な蛍光プローブ NBzF-BG を用いた過

酸化水素（ROS の１つ）の測定法を開発し、これを用いて好中球の食作用時における食胞内で

の ROS生成を継時的に測定することに成功した（Anal. Chem. 86, 5983–5990, 2014）。 

⑤ 上皮細胞においては、Nox1、Nox2、Duox1、Duox2は apical側の細胞膜に局在する。このそ

れぞれの apical膜局在に必要な領域とそれに必要な相互作用するタンパク質を同定した（論文投



稿中）。 

（２） 「Nox活性とカップルした哺乳類細胞の機能調節」に関して：  

① Nox2は、心筋細胞において ROS感受性 Ca2+チャンネルである TRPC3タンパク質と複合体を

形成することを示し、この複合体形成により、TRPC3 は安定化されて Ca2+チャンネル活性が上

昇すること、一方 Nox2の ROS生成も正に制御されることを明らかにした（Sci. Rep. 6, 37001, 

2016；Sci. Rep. 6, 39383, 2016）。また、doxorubicin等の薬剤による心筋萎縮に TRPC3-Nox2複合

体が関与することを示した（JCI Insight 2, e93358, 2017）。 

② 細胞内において Nox4は主として小胞体に局在するが、この Nox4が小胞体に retentionするメ

カニズムを明らかにするとともに、Nox4タンパク質量の増加が小胞体における ROS生成に直結

することを示した。さらに、Nox4 が、小胞体における他のタンパク質の成熟化（正確なジスル

フィド結合形成、すなわち「正確なタンパク質の酸化的フォールディング」）において重要な役

割を果たすことを明らかにした（論文投稿中）。この結果は、Noxが生成する ROSが「正確なタ

ンパク質の酸化的フォールディング」に直接関与することを示した世界で初めての例である。 

（３）「酵母の NO合成制御機構」に関して 

① Dre2 が Tah18 依存的な NO 合成酵素活性を阻害すること、酸化ストレス（過酸化水素、高

温など）に応答し、Tah18-Dre2複合体が解離することから、新規な NO合成制御機構を提唱し

た（Nitric Oxide 57, 85–91, 2016）。また、両者の哺乳類オルソログ（Ndor1, Ciapin1）の機能を解

析し、この NO合成制御機構が哺乳類にも保存されている可能性を見出している（論文投稿中）。 

② NOは、高温・酸化ストレスから酵母を保護すること（PLoS One 9, e113788, 2014; Nitric Oxide 

52, 29–40, 2016）、高濃度の過酸化水素処理条件で合成される過剰量の NOは細胞死を誘導する

ことを示し（Nitric Oxide 57, 85–91, 2016）、酵母における NOの正負二面性を明らかにした（Appl. 

Microbiol. Biotech. 100, 9483–9497, 2016; Adv. Microb. Physiol. 72, 29–63, 2018）。 

（４）「微生物のイオウ同化制御機構」に関して： 

チオ硫酸塩からのシステイン合成経路の存在が示唆された酵母を用いた解析により、酵母にお

いてもチオ硫酸イオンを単一硫黄源に用いると、細胞内に亜硫酸イオンや硫化物イオンが増加

すること、チオ硫酸硫黄転移酵素を介した経路によってチオ硫酸イオンが亜硫酸イオンおよび

硫化物イオンへ変換され、硫酸イオンの同化経路へ合流することを明らかにした。 
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