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研究成果の概要（和文）：好中球は、感染の際、最初に応答する、極めて重要な自然免疫細胞である。好中球は、病原
体を認識すると、すばやく病原体の方へ遊走を開始し、病原体に到着すると活性酸素を産生して、病原体を不活化する
。これまでに、細胞内輸送に関わるARFの制御因子が、好中球の活性酸素の産生及び遊走に関わっていることが明らか
になっている。そこで、本研究では、ARFと活性酸素産生および遊走の関係に注目し、研究を行った。その結果、ARF1
が、細胞骨格の制御タンパク質の一つであるRac1の細胞内局在に深く関与していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Neutrophils are important in innate immunity and in the initiating an acute 
response to infection. During such a response, neutrophils migrate towards invaders and produce 
antimicrobial agents, including many reactive oxygen species. Previously, we reported that ARF regulatory 
factors, which are membrane trafficking protein, are involved in superoxide production and chemotaxis of 
neutrophils. In this study, we examined roles of ARFs in superoxide production and chemotaxis of 
neutrophil. Our results suggest that ARF1 is involved in subcellular localization of Rac1 during 
chemotaxis.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
生体において、好中球の活性酸素産生は非
常に重要であり、活性酸素の産生が低下する
と、生体は感染症を繰り返して起こし、時に
は死に至る。一方、活性酸素は、病原体にの
み働くものではないため、不必要な活性酸素
の産生は、生体組織に傷害を与え、過剰な炎
症を引き起こし、生体に大きなダメージを与
える。また、最近、腫瘍免疫において、未熟
な好中球が産生する不必要な活性酸素が、抗
腫瘍免疫を低下させ、腫瘍の増殖を促してい
ることも報告されている。このように、好中
球が産生する活性酸素は、生体において必要
不可欠なものの、不必要な産生は毒にしか過
ぎず、好中球の細胞内では厳密に制御されて
いる。 
 
遊走もまた、活性酸素の産生と同様、好中
球にとって重要な機能の一つであり、その機
能低下もまた感染症を引き起こす。好中球は、
病原体などの原核生物のタンパク質などを
構成する N-formyl-Met-Leu-Phe（fMLP）や病
原体と反応したマクロファージなどで産生
されるインターロイキン 8（IL-8）などの刺
激を受けると、刺激の方へと移動を開始する。
これらの誘引物質は、それぞれ別々のレセプ
ターに結合するが、いずれのレセプターも G
タンパク質結合型レセプターであり、誘引物
質がレセプターに結合すると、三量体 Gタン
パク質は、Gi と Gは解離すると共に、Gi
が活性化する。好中球の遊走では、Gi では
なく Gが深く関わっており、Gがホスファ
チジルイノシトール 3-キナーゼ（PI3K）を
はじめ様々なタンパク質に結合することに
よって、結合したタンパク質が活性化し、好
中球は極性を形成して、刺激の方向へ移動す
る。しかし、fMLP による刺激が、好中球の遊
走だけでなく、好中球に活性酸素の産生も促
すのに対し、IL-8 では、同じ Gi を含む三量
体 G タンパク質を活性化し、Gを解離しな
がら、好中球の遊走を促すのみで、活性酸素
の産生を促すことはない。 
 
これまでに、我々は、膜輸送に関わる低分
子量 G タンパク質 ARF の GAP の一つである
GIT2 が、fMLP や IL-8 刺激による好中球の遊
走（走化性）に関わっていること明らかにし、
さらに、ARF の GEF の一つである GBF1 も、好
中球様細胞に分化させた HL-60 細胞（以下、
dHL-60 細胞）の fMLP 刺激による遊走（走化
性）に関わっていることを明らかにした。ま

た、siRNA を使って GBF1 の発現を低下させた
dHL-60 細胞では、fMLP の刺激によって活性
化した ARF1 の量が、通常の場合と比べてと
著しく減少しており、活性酸素の産生量も著
しく減少していること。また逆に、GIT2 の発
現が欠損した好中球では、fMLP の刺激によっ
て活性化した ARF1 の量が著しく増加してお
り、活性酸素の産生量も著しく増加している
ことを明らかにした。このようなことから、
ARF は、好中球の活性酸素の産生や遊走にお
いて、極めて重要な役割を果たしていると考
えられる。 
 
一方、GBF1 や GIT2 が、好中球の活性酸素
の産生や遊走に深く関与していることが明
らかになっているものの、ARF には ARF1 から
ARF6 までの 6 つが存在し（ヒトでは、ARF2
が存在しないので、5 つのアイソフォームし
か存在しない）、in vitro では GBF1 も GIT2
も、ARF1 から ARF5 までのアイソフォームの
活性制御に関わっていることが報告されて
いることから、どのARFのアイソフォームが、
活性酸素の産生や遊走に関わっているのか
明らかになっておらず、また、ARF と活性酸
素の産生をつなぐ分子メカニズムやARFと遊
走をつなぐ分子メカニズムも不明である。 
 
２．研究の目的 
 
上記のような研究背景から、本研究では、
ARF と活性酸素の産生をつなぐ分子メカニズ
ム及びARFと遊走をつなぐ分子メカニズムを
明らかにするために、ARF に注目し、どの ARF
のアイソフォームが、好中球の活性酸素の産
生や遊走に関わっているのかを決定し、その
後、ARF が活性酸素産生や遊走に関わるメカ
ニズムを調べた。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ARF 活性化の測定 
 
dHL-60 細胞を 100 nM の fMLP で 5分間刺激
をした後、GST-GGA31-226を使い、定法に従って
検出した。 
 
(2) 免疫染色 
 
dHL-60 細胞をカバーグラスに接着させた
後、Dunn チャンバーを用いて、10 nM の fMLP
で刺激した。4% パラホルムアレデヒドで固
定後、定法に従い、免疫染色を行った。 



 
４．研究成果 
 
これまでに、我々は、1）dHL-60 細胞を fMLP
で刺激すると、ARF1 は活性化するものの、
ARF6 は活性化しないこと。2）dHL-60 細胞の
遊走には、GBF1 が深く関与していることを明
らかにしている。一方、in vitro において、
GBF1 は、ARF1、ARF3、ARF4、ARF5 を活性化
することが知られている。そこで、dHL-60 細
胞を fMLP で刺激によって、いずれの ARF の
アイソフォームが活性化するか調べた。その
結果、dHL-60 細胞では、ARF1、ARF3、ARF4、
ARF5 が発現しているものの、fMLP の刺激に
よって活性化するのは、ARF1 と ARF5 である
ことが明らかになった[図 1]。 
 
 
図 1 fMLP 刺激による ARFアイソフォームの
活性化 

 
 
 
さらに GBF1の発現を抑えると、遊走の際、
Rac1 の局在に異常が見られることから、ARF1、
ARF5 と Rac1 の関係について解析した。その
結果、遊走の際、ARF1 のみ、Rac1 と共局在
を示すこと。ARF1、ARF5 の発現を抑えると、
ARF1 のみ、GBF1 の場合と同様、Rac1 の局在
に異常が見られた。 
 
 
図 2 Rac1 の局在に対する ARF1, ARF5 siRNA
の効果 
 

 
 
 

以上のような結果から、GBF1 は、ARF1 を
介して Rac1 の局在に関わっていると考えら
れる。 
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