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研究成果の概要：食細胞 NADPH オキシダーゼ（gp91phox）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、これまで全く不明であ

った gp91phoxの安定化に必要な p22phoxとの結合部位に関する新たな知見を得た。また、低分子

量 Gタンパク質 Racに特異的なアミノ酸配列は、gp91phox活性に関与しないこと、さらに、gp91phox

のNADPH結合ドメインが典型的な機構でNADPHを認識しているのではないことを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 食細胞のひとつである好中球は、生体に侵
入してきた病原体を貪食し殺菌する。その際
に、殺菌剤として活性酸素が用いられるが、
その生成源が食細胞 NADPH オキシダーゼ
（gp91phox）である。gp91phox 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特異的タ
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、gp91phoxと複合体を形成する
ことにより起こる。この際に、細胞質因子を
膜へ繋ぎとめるために必要なのが、gp91phox

と同じく膜タンパク質の p22phox である。

gp91phox と p22phox は互いの膜貫通領域で会合
していると考えられている (p22phox の細胞質
ドメインは細胞質因子と結合する) 。さらに、
gp91phox と p22phox の会合のもう１つの重要な
役割が、p22phox の遺伝的欠損症である慢性肉
芽腫症で示されている。慢性肉芽腫症とは、
食細胞に発現する gp91phox 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、重篤な感染症を繰り返
す遺伝疾患である。遺伝的に p22phoxが欠損し
た食細胞では、gp91phoxがタンパク質レベルで
検出されないことから、gp91phoxと p22phoxの会
合が、gp91phoxをタンパク質レベルで安定化す
ると考えられている。しかしながら、これほ
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ど重要な gp91phoxと p22phoxの結合部位に関す
る知見はまったくない。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、食細胞 NADPH オキシダーゼの
酵素本体である gp91phoxの p22phoxとの相互作
用機構や、活性化機構の解明を目的とする。 
(1) gp91phox は 6 つの膜貫通セグメントのい
ずれか（あるいは複数）で、p22phox と結合し
ていると考えられている。この結合により
gp91phoxの膜貫通領域は安定化され、はじめて
スーパーオキシド生成酵素として機能でき
る。そこで、本研究では、gp91phox と p22phox

の会合に関わる膜貫通セグメントの特定、さ
らには、その結合により gp91phox が安定化さ
れる仕組みを解明することを目指す。 
(2) 低分子量 G タンパク質 Rac は、gp91phox

の活性化に必須の因子である。以前、Rac の
insert region（Rho サブファミリー特異的な
アミノ酸配列）の gp91phox の活性化への関与
が指摘されたが、その必要性は依然として不
明なままである。そこで、gp91phoxの活性化に
おける insert region の役割について検討す
る。 
(3) gp91phoxには、活性酸素（スーパーオキシ
ド）を生成するために必要な電子伝達系
「NADPH→FAD→ヘム→ヘム→酸素分子」のす
べてが含まれている。gp91phoxの細胞質領域に
は、電子供与体である NADPH が結合する領域
が存在するが、依然として不明な点が多い。
そこで、この NADPH 結合ドメインに関する新
しい知見を得ることを目指す。 
 
 
３．研究の方法 

 gp91phoxにはホモログが存在し、ヒトでは
gp91phoxを含めて 5種類が同定されている。こ
れらホモログは、Nox（NADPH oxidase）ファ
ミリーと呼ばれ、gp91phoxには別名としてNox2
が与えられている。Nox ファミリーのうち
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。

また、Nox5 は p22phox非依存的にスーパーオキ
シドを生成する活性も有している。以上の性
質を利用して、p22phoxとの会合に関わってい
るgp91phox/Nox2膜貫通セグメントに関する知
見を得ることにした。gp91phox/Nox2 は 6 つの
膜貫通セグメントのうち、いずれか、もしく
は複数でp22phoxと結合していると考えられる。
そこで、gp91phox/Nox2 と Nox5 の６つの膜貫通
セグメントをそれぞれ個別（あるいは複数）
に交換したキメラタンパク質を作成した。こ
れらのNoxキメラタンパク質とp22phoxとの結
合は、「膜タンパク質 Nox と p22phoxの免疫沈
降法」や「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」を用いて検討した。
さらに、培養細胞を用いて gp91phox/Nox2 活性
を再構成し、Nox キメラタンパク質のスーパ
ーオキシド生成活性を測定した（この再構成
の方法は、「Rac の insert region の役割」や
「gp91phoxの細胞質領域の NADPH 結合ドメイ
ンの解析」でも用いた）。Nox キメラタンパク
質を用いた解析法で、gp91phox/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慢性肉芽腫症
の症例と照らし合わせつつ、p22phoxとの相互
作用に重要な各膜貫通セグメント内のアミ
ノ酸の同定を行った。 

 
 
４．研究成果 
 これまでの研究により、gp91phoxの活性化が
細胞質因子の会合により引き起こされる仕
組みが明らかにされてきたが、酵素本体であ
る gp91phox (及び他の Nox)自体については多
くのことが不明であった。本研究では、まず
gp91phox の安定化に必要な p22phox との結合に
関わる膜貫通セグメントの特定を目標とし
た。培養細胞を用いた再構成系で、作成した
様々な Noxキメラのタンパク質レベルでの発
現量やスーパーオキシド生成活性、さらに
p22phox との結合能を調べた。その結果、これ
までまったく不明であった gp91phox と p22phox

の結合部位に関する新たな知見を得ること
ができた。さらに、gp91phox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
の発現低下による慢性肉芽腫症（幼少期より
重篤な感染症を繰り返す遺伝疾患）のうち、
いくつかの症例はp22phoxとの結合が失われる
ことが原因であることを見出した。本研究で
得られた成果は、慢性肉芽腫症の病態を理解
する上で重要な情報を提供するであろう。 
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 gp91phoxは、細胞質に存在する特異的タンパ
ク質および低分子量 Gタンパク質 Rac により
活性化される。以前、Rac の insert region
（IR）の gp91phox の活性化への関与が指摘さ
れたが、その必要性は依然として不明なまま
であった。今回作成した IR を欠く様々な変
異体は、いずれも野生型と同等に gp91phox を
活性化することができた。この結果から、IR
が gp91phox の活性化には必要ないことが分か
った。 
 gp91phoxの細胞質領域には基質であるNADPH
の結合ドメインが存在する。私は、構造解析
およびアミノ酸置換した gp91phox 変異体のス
ーパーオキシド生成活性を指標として、これ
まで良く知られている NADPH結合ドメインと
は異なる様式でアミノ酸残基が NADPHを認識
していることを明らかにした。 
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