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研究成果の概要（和文）：電位依存性プロトンチャネルVSOPが、病原菌を殺菌するために好中球

によって作り出される活性酸素の産生を制御していることを明らかにした。さらに、VSOPとNADPH

オキシダーゼが物理的に結合している可能性が高いこと、両者が好中球の顆粒において共に存在

することを明らかにした。すなわち、VSOPはNADPHオキシダーゼと結合することで、細胞内外の

プロトン濃度と膜電位を厳密に制御することができ、活性酸素の産生を制御することができると

考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）：We found that voltage-gated proton channel, VSOP, regulates 
reactive oxygen species (ROS) generation in neutrophils, which have the ability of killing 
pathogens.  We also found the possibility that VSOP and NADPH oxidase interact 
physically and that both molecules are present in same location of neutrophils.  These 
results suggest that VSOP can regulate intracellular/extracellular proton and membrane 
potential properly by interaction with NADPH oxidase and then regulate ROS generation.  
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１．研究開始当初の背景 
好中球は、病原菌を殺菌・処理する酵素であ

る。好中球による殺菌の重要な過程は、

NADPHオキシダーゼの活性化から始まる一

連の活性酸素種(ROS)の産生である。電気生

理学的解析から、電位依存性プロトンチャネ

ルは、NADPH オキシダーゼの活性制御を介

して、活性酸素の産生を制御するのに必要な
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因子と考えられてきたが、その分子実体は長

い間不明だった。最近、当研究室において、

マウス EST データベース上で発見された未

知の遺伝子がコードするタンパクが、電位と

細胞内外の pH に依存してプロトンを輸送す

る電位依存性プロトンチャネル (Voltage 
sensor only protein: VSOP)であることが明

らかになった(Sasaki et al., 2005)。本研究者

は、VSOP タンパクが脾臓、貪食細胞（好中

球、マクロファージ、ミクログリア）におい

て豊富に存在すること、VSOP ノックアウト

マウスの好中球では、活性酸素の産生量が低

下していることを見出した(Okochi et al., 
2009)。すなわち、VSOP と NADPH オキシ

ダーゼは協調して ROS 産生を制御している

可能性が示唆された。以上の結果を踏まえ、

本研究者は、VSOP と NADPH オキシダーゼ

の共役機構を明らかにする目的で以下の実

験を行った。 
 
２．研究の目的 
 NADPH オキシダーゼは、基質である

NADPH から電子をうばい、細胞外の酸素に

電子を与える一方で、細胞内にプロトンを放

出する。このプロトン濃度の上昇により細胞

膜は脱分極し、電位依存性プロトンチャネル

が活性化する。すなわち、細胞内のプロトン

濃度と細胞膜の膜電位は、電位依存性プロト

ンチャネルによって制御されていると考え

られるが、その詳細な機構は不明である。本

研究では、電位依存性プロトンチャネル

VSOP と NADPH オキシダーゼの共役機構

を解明するために、（１）両者の物理的な結

合を免疫沈降法により解析した。（２）さら

に、両タンパクが貪食細胞内において同じ場

所に存在する可能性を検討するために免疫

染色法を用いて解析した。 
 
３．研究の方法 
（１）VSOP と NADPH オキシダーゼの物理的な

結合の解析―免疫沈降法。 

 両者の物理的な結合を解析するために、以

下の二つのサンプルを用いた。１つは、NADPH

オキシダーゼのサブユニットを安定発現す

る COS 細胞（COSphox）、そして VSOP と NADPH

オキシダーゼを発現する細胞集団が多数存

在するマウス脾臓を用いて行った。COSphox細

胞を用いた免疫沈降実験では、VSOPcDNA に

Myc タグ配列を融合させたコンストラクト

VSOP-myc cDNA を発現させた後、免疫沈降実

験を行った。抗体は、NADPH オキシダーゼを

認識する抗体と VSOP を認識する抗体、Mcy タ

グを認識する抗体を用いて行った。 

（２）VSOP と NADPH オキシダーゼの共局

在の解析―免疫染色 
 VSOP と NADPH オキシダーゼの局在は、

骨髄細胞から好中球を単離、固定し、それぞ

れに対する抗体を用いて行った。Percoll 密度

勾配遠心法によって骨髄から単離された好

中球を、4% パラホルムアルデヒドで固定し、

VSOP 抗体、NADPH オキシダーゼ抗体を用

いて免疫染色を行った。 
 

４．研究成果 

（１）VSOP と NADPH オキシダーゼとの物理的

な相互作用。 

  NADPH オキシダーゼサブユニットを安定

発現する COSphox細胞に VSOP-myc タンパクを

発現させ、p22 抗体を用いて免役沈降し、得

られたフラクションを myc抗体でイムノブロ

ットを行った結果、VSOP のバンドが検出され

図１．COSphox 細胞を用いた VSOP と

NADPH オキシダーゼとの相互作用の

解析 

上：p22 抗体で免役沈降したフラク

ションを myc 抗体でイムノブロット

した結果。下：myc 抗体で免役沈降

したフラクションを p22 抗体でイム

ノブロットした結果。 



 

 

た。さらに、myc 抗体で免役沈降したフラク

ションから p22 が検出された（図１）。発現

系で見られた VSOP と NADPH オキシダーゼの

結合がネイティブの細胞でも見られる現象

かどうかを調べた。マウス脾臓サンプルを

NADPH オキシダーゼに対する抗体 p22 を用い

て免役沈降し、得られたフランクションを

VSOP 抗体でイムノブロットした結果、VSOP

のバンドが検出された（図２）。すなわち、

VSOPとNADPHオキシダーゼが物理的に結合し

ている可能性が示唆された。VSOP は、NADPH

オキシダーゼと結合することで、NADPH オキ

シダーゼによって放出される細胞内プロト

ン濃度を厳密に制御することができると考

えらえる。 

（２）好中球における VSOP と NADPH オキシ

ダーゼの共局在。 

 細胞内における VSOP の局在を調べること

は、活性化の機構を調べる上で重要である。

マウス好中球における VSOP の局在を VSOP 抗

体を用いて調べた。その結果、VSOP は主に細

胞内の顆粒に存在することが分かった（図

３）。VSOP が存在する顆粒に HADPH オキシダ

ーゼが存在するかどうか、NADPH オキシダー

ゼの抗体とともに共染色を行った結果、VSOP

は NADPHオキシダーゼと同じ顆粒に存在する

ことが明らかとなった（図３）。すなわち、

VSOP は、通常顆粒に蓄えられることで不必要

な活性化を抑制されており、病原菌を貪食し

た際に活性化するように厳密に制御されて

いると考えられる。 
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