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研究成果の概要（和文）：好中球等の食細胞に発現する食細胞 NADPH オキシダーゼは、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、オキシダーゼの酵素本体である Nox2/gp91phoxの安定化に必要な p22phoxとの結合部位に
関して、また、オキシダーゼの活性化タンパク質である p67phox による酵素活性の制御メカニ
ズムについての新たな知見を得た。 
研究成果の概要（英文）：The phagocyte NADPH oxidase, dormant in resting cells, is 
activated during phagocytosis to produce superoxide, a precursor of microbicidal oxidants. 
The catalytic core of the phagocyte oxidase is Nox2/gp91phox, a membrane-spaning protein 
that forms a stable heterodimer with p22phox. In this study, I found that both N- and 
C-terminal regions play a crucial role in Nox binding to p22phox. Furthermore, I showed 
that a short region between the TPR and activation domains in p67phox is crucial for 
activation of Nox2. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞内の代謝系の副産物として生成される
活性酸素は、細胞および組織の障害を引き起
こすため、一般には有害なものとされている。
一方で、「真の産物」として活性酸素を生成
する酵素系が存在し、その１つがスーパーオ
キシド生成酵素 Nox（NADPH oxidase）であ
る。Noxはファミリーを形成しており（ヒト
では Nox1から Nox5まで存在）、その中でも
食細胞に発現する Nox2（別名として gp91phox）
は、もっともよく研究されており、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。Nox2
は、それだけではまったく活性を持たない。
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その活性化は、細胞休止時には細胞質に存在
する活性化タンパク質である 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、Nox2 と複合
体を形成することにより起こる。Nox2 は、
一次構造上で膜貫通領域と細胞質領域の２
つに大きく分けられる。細胞質領域には
NADPHと FADの結合部位がある。膜貫通領
域は 6 つの膜貫通セグメントで構成され、2
つのヘムの結合部位が存在する。そのため、
Nox2には O2

-を生成するために必要な電子伝
達系「NADPH→FAD→ヘム→ヘム→O2」の
すべてが含まれていることになる。Nox2 の
O2

-生成活性を引き起こす活性化タンパク質

を膜へ繋ぎとめるために必要なのが、Nox2
と同じく膜タンパク質の p22phoxである。Nox2
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。さらに、Nox2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 Nox2 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、Nox2
のmRNAは正常であるにもかかわらず、Nox2
がタンパク質レベルで検出されないことか
ら、Nox2と p22phoxの会合が、Nox2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、これほど重要なNox2と p22phox

の結合部位に関する知見はまったくない。 
 Nox ファミリーの中で、Nox1 や Nox3 は
Nox2 と同様に p22phoxと複合体を形成するこ
とによりタンパク質レベルで安定化されて
いる。Nox1 は、種々の非食細胞に発現して
おり、大腸上皮細胞による局所の感染防御や、
血管平滑筋細胞の増殖に関与すると考えら
れている。Nox1 は、その活性化には活性化
タンパク質である Noxo1（Nox organizer 1: 
p47phox のホモログ）および Noxa1（Nox 
activator 1: p67phoxのホモログ）、さらに Rac
が必要である。また、Nox3 も活性化タンパ
ク質によりO2

-生成活性の制御を受けている。

一方、Nox4 は恒常的に O2
-を生成しており、

活性化タンパク質や Racによる活性制御は受
けていないようである。Nox4も、p22phoxと結
合できるが、Nox4 のタンパク質レベルでの
安定化には必須ではない（p22phoxの存在によ
り活性は促進される）。Nox5は、他の Noxと
異なり p22phoxと結合せず、単独で安定なタン
パク質として存在することができる。 
 Nox本体についての研究は世界的にほとん
ど進んでいない。例えば、Nox1から Nox3ま
では、同じく膜タンパク質である p22phoxと会
合に依存してタンパク質レベルで安定化さ
れるのだが、その仕組みは全く分かっていな
い。また、活性化タンパク質による Noxの活
性化機構は、未だ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Nox1~Nox4 のタンパク質レベ
ルでの安定化や活性化に必要な p22phox との
結合様式や、活性化タンパク質による Noxの
活性化機構に関する新たな知見を得ること
を目的とする。 
(1) Nox1~Nox4 は p22phoxと結合することに
より、タンパク質レベルで安定化され、はじ
めて活性酸素生成酵素として機能できる。そ
こで、本研究では Nox1~Nox4と p22phoxの会
合に関わる領域の特定、さらにはその結合に
より Nox1~Nox4が安定化される仕組みを解
明することを目指す。 
(2) Nox2は、細胞質に存在する活性化タンパ
ク質（p67phoxと p47phox）および低分子量 Gタ
ンパク質 Racにより活性化される。p67phoxは、
一次構造上 N末端側から TPRドメイン、2つ
の SH3 ドメインに挟まれた PB1 ドメインか
ら構成される。Nox2 の活性化には、Rac が
p67phoxのTPRドメインに結合する必要がある。
しかしながら、Racが結合した p67phoxが Nox2
にどのように作用するかほとんど分かって
いない。そこで、Nox2 の活性化に必要な
p67phoxの作用機構について、新たな知見を得
ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) Nox2と p22phoxの会合の重要な役割は、
Nox2をタンパク質レベルで安定に存在させ
ることである。ところが、Nox2と p22phoxが
どの領域で会合しているかはまったく分か
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っていない。そこで、結合に関わる Nox2の
領域の同定を行った。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 O2

-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 Nox2
の領域を明らかにした。Nox2の膜貫通領域
または細胞質領域を Nox5と入れ換えたキメ
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、研究代表
者がすでに確立している「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。 
(2) Nox2の活性化に必要な p67phoxのアミノ酸
残基を同定するために、様々な p67phoxの変異
体を作製した。作製した p67phox変異体のNox2
活性化能は、培養細胞を用いた Nox2の再構
成系と好中球膜を Nox2のソースとして用い
る無細胞での再構成系で評価した。 
 
４．研究成果 
(1) Nox1 から Nox4 は、Nox の安定化や活性
化に必要な膜タンパク質 p22phox と会合して
いるが、Nox5 は p22phoxと会合せず単独で安
定に存在する。Nox2 と p22phoxの会合は互い
の膜貫通領域を介した結合によるものと想
像されているが、その詳細は不明なままであ
った。実際、Nox2の膜貫通領域を Nox5と入
れ換えて作成したキメラタンパク質は p22phox

と結合できなかった。さらに、驚いたことに、
Nox2の細胞質領域をNox5と入れ換えたキメ
ラタンパク質も p22phoxと結合できなかった。
これらの結果から、膜貫通領域のみでなく細
胞質領域も p22phox との会合に必要であると
考えられた。さらに私は、Nox1や Nox4の細
胞質領域を Nox2 と入れ換えたキメラタンパ
ク質が、Nox2 の活性化に必要な活性化タン
パク質p47phoxとp67phoxによって活性化される
ことを見い出した。一方、Nox1 の細胞質領
域を持つキメラタンパク質の活性は、Nox1
の活性化に必要なNoxo1とNoxa1を必要とし
たが、p47phoxや p67phoxでは活性化されなかっ
た。さらに、Nox4 の細胞質領域を持つキメ
ラは、Nox4 と同様に活性化タンパク質を必
要とせず恒常的な活性を示した。以上の結果
から、Noxの細胞質領域は、活性化タンパク
質に依存するか否か、さらに依存するならば
どのタイプの活性化タンパク質を必要とし
ているかを決定していると考えられた。 
(2) p67phoxの TPRドメイン（Racが結合する）
のC末端側に存在する進化的に保存されてい
る領域が、Nox2 の活性化に関わっているこ
とを見い出した。この領域の中でも特に 198
番目のトリプシン残基、199 番目のロイシン
残基、204番目のバリン残基は、Nox2を活性

に重要なアミノ酸残基であった。また、この
領域が Nox2 の C 末細胞質領域に存在する
NADPH 結合ドメインに直接結合することで
Nox2を活性化することを示した。 
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