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はじめに
　慢性肉芽腫症（chronic granulomatous disease; CGD）は，

白血球の活性酸素生成酵素であるNADPHオキシダーゼ

の活性が低下することによって殺菌能が障害され，重篤

な微生物感染を繰り返す遺伝性疾患である1-3）．その頻度

は出生25万人あたり1人と推定されている．NADPHオ

キシダーゼは，細胞膜成分のシトクロムb558（gp91phoxと

p22phoxからなる）と細胞質成分のp47phox，p67phox，p40phox，

Rac1/2からなる複合酵素系であり，白血球が刺激を受け

ると，膜上でこれら構成成分が会合し，NADPHオキシ

ダーゼ複合体が形成されスーパーオキシドを生成する4-6）

（図1）．

　近年，CGDの原因が，NADPHオキシダーゼ構成タンパ

ク質の遺伝子異常に基づくことが明らかにされ，これま

でにgp91phox，p22phox，p47phox，p67phoxの遺伝子変異が発見

されている1-3）．その中で，gp91phox，p47phox，p67phoxの欠損

例では，ミスセンス変異によってアミノ酸が一残基だけ

置換するものが比較的多く見出されている．そして興味

深いことに，p67phox の欠損例ではmRNAの発現が観察さ

れるものの，タンパク質の発現がほとんど認められない
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図1 食細胞NADPHオキシ
ダーゼの構成成分とオ
キシダーゼの活性化

NADPHオキシダーゼは，細胞膜
成分のシトクロムb558（gp91phox

とp22phoxからなる）と細胞質成
分のp47phox，p67phox，p40phox，
Rac1/2からなる複合酵素系であ
り，白血球が刺激を受けると，膜
上でこれら構成成分が会合し，
NADPHオキシダーゼ複合体が
形成されスーパーオキシドを生
成する．PR～TPRはNADPHオ
キシダーゼ構成成分のタンパク
質-タンパク質相互作用に関わ
る領域を示す．

図2 p67phoxの機能ドメイン
と変異

p67phoxは，526アミノ酸からなる
タンパク質であり，分子内にタ
ンパク質-タンパク質相互作用
に関与するTPR，SH3，PB1など
の機能ドメインを持っている．
p67phox欠損のCGDでは，ミスセ
ンス変異がTPRモチーフ内に集
中している．

図3 p67phox の TPRモチー
フのアミノ酸配列

TPRモチーフは，それぞれアミ
ノ酸34個からなる繰り返し配列
であり，その中で2つのα-へ
リックスが形成される．本研究
では，78番目のグリシンがグル
タミン酸に置換された変異体
（G78E）と128番目のアラニン
がバリンに置換された変異体
（A128V）を用いた．
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例があり，この異常例では p67phox が細胞内で不安定に

なっている可能性が考えられる7, 8）．しかし，NADPHオ

キシダーゼ構成タンパク質の不安定化に関する研究は全

く行われていない．

　p67phoxは，526アミノ酸からなるタンパク質であり，分

子内にタンパク質-タンパク質相互作用に関与する機能ド

メインを持っている9-13）（図2）．すなわち，Racと相互作

用するTPR（tetratricopeptide repeat）モチーフやp47phoxと

相互作用するSH3（src homology 3）ドメイン，p40phoxと

相互反応するPB1などがある．そして，p67phox欠損のCGD

では，ミスセンス変異がTPRモチーフ内に集中している

（図2）．TPRモチーフは，それぞれアミノ酸34個からな

る繰り返し配列であり，その中で2つのα-へリックスが

形成される（図3）．

　本研究では，TPRモチーフのへリックス形成領域にミ

スセンス変異を持つタンパク質として，78番目のグリシ

ンがグルタミン酸に置換された変異体（G78E）と128番

目のアラニンがバリンに置換された変異体（A128V）に着

目し8, 14），これら変異タンパク質の細胞内不安定性ならび

にその分解に関わる酵素について検討した．

材料と方法
1．ヒト好中球およびHL-60細胞の調製と細胞成分分画法

　末梢血好中球は，ヘパリン添加ヒト静脈血から

Polymorphprep（Nycomed Pharma社）を用いて分離し，2

mM EDTAを含むphosphate-buffered saline（PBS）に懸濁

した．また，ヒト前骨髄球性白血病細胞株HL-60は10％

ウシ胎児血清，100 U/ml penicillin，0.1 mg/ml streptomy-

cinを含むRPMI1640培地で維持した．

　ヒト末梢血好中球, あるいはヒト前骨髄球性白血病細胞

株HL-60を relaxation buffer（100 mM KCl，3 mM NaCl，

3.5 mM MgCl2，10 mM PIPES，pH7.2）に懸濁した後，N2-

cavitationにて細胞を破砕し，分画遠心法により顆粒画分

と細胞質画分を調製した15）．

2．p67phoxおよびp67phox変異タンパク質の調製

　野生型p67phox の cDNAは，ジメチルスルホキシド処理

したHL-60 細胞から単離した total RNA を鋳型として

TitanTM One Tube RT -PCRキット（Roche Diagnostics 社）

を用いてRT-PCR法により調製した．その際，コード領域

を含む cDNAを増幅するために，すでに報告されている

p67phoxの cDNA塩基配列（accession number M32011.1）16）

を基にセンスプライマー，アンチセンスプライマーとし

てp67-S1（nt 27-46; 5'-ttggcttgaagctctcttgg-3'）と p67-AS1

（nt 1730-1711; 5'-cagtatacagcagaagggtg-3'）をそれぞれ用い

た．その後，合成された野生型p67phoxcDNAをpBluescript

SK/- ベクターにサブクローニングした（pBluescr ipt /

p67phoxWT）．

　p67phox のミスセンス変異タンパク質を発現するための

cDNAは，overlapping PCR法により作成した17）．すなわ

ち，p67phoxG78EのcDNAを合成するために，p67phoxWTの

cDNAを鋳型として，p67-S1とアンチセンスプライマー

p67-AS2（nt 310-291; 5'-gtagagcatctctcgttgga-3'）を，また

センスプライマー p 6 7 - S 2 （n t  2 9 0 - 3 1 3 ;  5 ' -

ttccaacgagagatgctctactac-3'）と p67-AS1を用いてそれぞれ

PCRを行った（下線は変異を導入するために置換したヌ

クレオチドを示す）．その後，それぞれのPCR産物を混合

し，p67 - S 1 と p67 -AS1 を用いて再び PCR を行い，

p67phoxG78E cDNAを合成した．一方，p67phoxA128Vを合

成するために，p67phoxWTのcDNAを鋳型として，p67-S1

とアンチセンスプライマー p67-AS3（nt 460-437; 5'-

atacatgaaaacaatgttatataa-3'）を，またセンスプライマーp67-

S3（nt 440-463; 5'-tataacattgttttcatgtatgcc-3'）と p67-AS1を

用いてそれぞれPCRを行った．その後，それぞれのPCR

産物を混合し，p67-Sとp67-ASを用いて再びPCRを行い，

p67phoxA128V cDNAを合成した．それぞれのcDNAは最終

的にpBluescript SK/- ベクターにサブクローニングした

（pBluescript/p67phoxG78EおよびpBluescript/p67phoxA128V）．

　その後，pBluescript/p67phoxWT，pBluescript/p67phoxG78E

およびpBluescript/p67phoxA128Vを制限酵素XbaIで切断す

ることで直鎖にした後，T7 RNA polymerase（Stratagene

社）を用いてそれぞれのcRNAを合成した．そして，合成

したcRNAをウサギ網状赤血球のlysate（in vitro翻訳シス

テム，Promega社）とインキュベーションすることにより

野生型p67phoxおよび変異p67phox（G78EとA128V）をin vitro

で合成した｡

3．ウエスタンブロット法によるp67phoxおよびp67phox変

異タンパク質の安定性の検討

　好中球あるいはHL-60細胞の細胞質画分（2×104細胞

相当分）と，in vitro翻訳して合成した野生型p67phox，ま

たは変異p67phoxを relaxation buffer中で，30℃で一定時間

インキュベートした後に，各サンプルを10％ SDS-PAGE

で電気泳動を行った．その後，泳動されたタンパク質をニ

トロセルロース膜に転写し，抗p67phox マウス単クローン

抗体とhorseradish peroxidase標識-ヤギ抗マウス-IgGを用

いて残存しているp67phoxを検出し，分解の程度を調べた．

　なお，p67phox変異タンパク質の分解に関わる酵素の性質

を調べるために，以下に示す濃度の酵素阻害剤とともに

変異p67phoxを，好中球あるいはHL-60細胞の細胞質画分

と30℃で 2時間反応させて，酵素阻害剤の影響を検討し

た：1 mM DFP（diisopropyl fluorophosphates，セリンプロ
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テアーゼ阻害剤），1 mM PMSF（phenylmethylsulfonyl  fluo-

ride, セリンプロテアーゼ阻害剤），100 μg/ml soybean

trypsin inhibitor（トリプシン様セリンプロテアーゼ阻害

剤），50μM MG-132（Z-Leu-Leu-Leu-CHO, プロテアソー

ム阻害剤），5μM ALLN（N-acetyl-Leu-Leu-norleucinal，カ

ルパイン阻害剤），2 mM EDTA（ethylenediaminetetraacetic

acid, 金属プロテアーゼ阻害剤），3 mM Z-Gly-Pro（プロリ

ンエンドペプチダーゼ阻害剤），1μM S17092-1（プロリ

ンエンドペプチダーゼ阻害剤）．

4．変異p67phox の分解酵素の精製

　HL-60細胞の細胞質画分（1×109細胞相当分）を20 mM

Tris-HCl buffer（pH 8.0）で平衡化したQ-Sepharose Fast

Flowイオン交換カラム（容積24 ml）を用いて，0～1 M

NaClの濃度勾配でタンパク質を溶出し，3.5 mlずつ分取

した．クロマトグラフィーで得られた各フラクション2μl

を in vitro翻訳した変異p67phoxと relaxation buffer中で，30

℃で一定時間インキュベーションした後，反応液をウエ

スタンブロット法で解析することで分解活性を測定した．

さらに，分解活性を持つ画分を50 mMリン酸-0.15M NaCl

溶液（pH 7.2）で平衡化したSuperose 6HR10/30ゲルろ過

カラム（容積24ml）を用いて分離し0.25 mlずつ分取した．

そして，得られたフラクション（2μl）を用いて変異p67phox

の分解酵素の活性を測定した．

5．好中球プロテアーゼの検出および活性測定

　プロテアソームのα - サブユニット，カテプシンG，

proteinase 3はそれぞれの特異的抗体（マウス抗プロテア

ソームα -サブユニット抗体MCP231，Affiniti Research

Products社；ウサギ抗カテプシンG抗体，Athens Research

Technology 社；マウス抗 proteinase 3 抗体 MCPR3-2，

NeoMarkers社）を用いてウエスタンブロット法で調べた．

　プロテアソームの酵素活性は，3種類の蛍光基質［キモ

トリプシン様酵素の基質LLVY, Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-

MCA（4-methylcoumaryl-7- amide）；トリプシン様酵素の

基質LRR，Boc-Leu-Arg-Arg-MCA；ペプチジルグルタミ

ルペプチダーゼ様酵素の基質LLE, Z-Leu-Leu-Glu-MCA］

を用いて調べた．すなわち，それぞれの基質とクロマトグ
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図4 ヒト好中球およびHL-60細胞から調製した細胞質画分による変異p67phoxの分解
好中球（A）あるいはHL-60細胞（B）の細胞質画分と，野生型p67phoxあるいは変異p67phox（G78E，A128V）を30℃で一定時間インキュ
ベートした後に，p67phoxの分解をウエスタンブロット法で測定した．右のグラフは，ウエスタンブロットの結果をスキャンして定
量的に示したものである．

図5 p67phoxG78Eの分解に及ぼすプロテアーゼ
インヒビターの影響

好中球（A）あるいはHL-60細胞（B）の細胞質画分と，変
異p67phoxG78Eをプロテアーゼインヒビター（1 mM
DFP，1 mM PMSF，100μg/ml soybean trypsin inhibitor，
50μM MG-132，5μM ALLN，2 mM EDTA）非存在下
（Without）あるいは存在下で30℃で2時間インキュベー
トした後に，p67phoxの分解をウエスタンブロット法で
測定した．Controlは細胞質画分とインキュベーション
しないp67phoxG78Eを示す．
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ラフィーで得られた各フラクション一定量を100 mM Tris-

HCl buffer（pH 8.0）中で37℃，1時間インキュベーショ

ン後，0.5％SDSを加えることで反応を停止し，遊離され

たAMC（7-amino-4-methyl-coumarin）の蛍光を励起波長

360 nm 蛍光波長460 nmで測定することにより酵素活性を

調べた．そして3種類の基質すべてを分解するフラクショ

ンをプロテアソーム画分とした．

　一方，好中球エラスターゼ活性は蛍光基質Suc-Ala-Ala-

Pro-Val-MCA  とクロマトグラフィーで得られた各フラク

ションを25 mM Tris-HCl buffer（pH 7.5）中で25℃，1時

間インキュベーション後，0.1 mg/ml soybean trypsin inhibi-

tor を加えることで反応を停止し，遊離されたAMCの蛍

光を測定することにより調べた．

結　果
1．好中球とHL-60細胞の細胞質画分による変異p67phoxの

分解

　今回用いた，78番目のグリシンをグルタミン酸に置換

したp67phoxG78Eと，128番目のアラニンをバリンに置換

したp67phoxA128Vの変異症例のうち，特にp67phoxG78Eで

は細胞内に正常レベルのmRNAの発現が認められるにも

関わらず，タンパク質の発現がほとんどないことが示さ

れており8），アミノ酸の変異によってタンパク質の安定性

が著しく低下している可能性が考えられる．

　そこでまず，野生型p67phoxと変異p67phox（G78E, A128V）

の安定性を好中球およびHL-60細胞の細胞質画分を用い

て調べた．その結果，野生型p67phox は好中球の細胞質画

分（図4A）あるいはHL-60細胞の細胞質画分（図4B）と

反応させてもほとんど分解されないことがわかった．そ

れに対して，変異p67phoxのG78EとA128Vは，好中球，HL-

60細胞いずれの細胞質画分を用いても，野生型p67phoxと

比べて早く分解された．これらの結果から，好中球および

HL-60細胞の細胞質画分には，変異p67phoxを分解する酵素

が存在することがわかった．そして，p67phoxG78E と

p67phoxA128Vの分解を比べると，G78Eの方がより分解さ

れやすかった．そこで，以下の実験では，分解されやすい

p67phoxG78Eを用いて検討を行った．

2．p67phoxG78Eの分解酵素の性質

　次に，変異p67phoxG78Eの分解酵素の性質を調べるため

に，種々のプロテアーゼ阻害剤の効果を検討した．好中球

（図 5A）および HL-60 細胞（図 5B）の細胞質画分の

p67phoxG78Eに対する分解活性は，セリンプロテアーゼ阻

害剤であるDFP，PMSF，soybean trypsin inhibitor によっ

て完全に阻害された．一方，プロテアソーム阻害剤のMG-

132，カルパイン阻害剤のALLN，金属酵素阻害剤のEDTA

では分解はほとんど保護されなかった．

　これらの結果から，変異p67phoxG78Eの分解には，好中

球およびHL-60細胞の細胞質画分に存在するセリンプロ

テアーゼが関与する可能性が考えられた．それに対して，

プロテアソーム，カルパイン，金属プロテアーゼはほとん

ど関与しないものと考えられた．

3．p67phoxG78Eの分解酵素の精製

　変異p67phoxの分解酵素を精製するため，HL-60細胞より

調製した細胞質画分を用いてQ-Sepharose FastFlowクロマ

トグラフィーで酵素を分画した．その結果，分解活性は大

きく3つの分画A～Cに分かれた（図6A）．フラクション

Aには，活性測定により好中球エラスターゼが，またウエ

スタンブロット法でproteinase 3が見出されたが，カテプ

シンGは検出されなかった（図6B）．これらの結果から，

フラクションAには，顆粒酵素の一部が混入しているこ

とが考えられた．一方，フラクションBには好中球エラ

スターゼ，proteinase 3，カテプシンGなどの顆粒酵素や

プロテアソームは検出されなかった（図6B）．また，フラ

クションCには，顆粒酵素は含まれていなかったが，ウ

エスタンブロット法によりプロテアソームのα -サブユ

ニットが含まれることがわかった．さらに，このフラク

ションには，キモトリプシン様酵素の基質（LLVY），ト

リプシン様酵素の基質（LRR），ペプチジルグルタミルペ

プチダーゼ様酵素の基質（LLE）の3種類の基質すべてを

分解する活性が含まれていたことから（図6C），フラク

ションCはプロテアソームを含むことがわかった．

　さらに，Q-Sepharose FastFlowクロマトグラフィーで得

られた各活性フラクションを，Superose 6ゲルろ過クロマ

トグラフィーで分画した（図7）．その結果，フラクショ

ンAでは，G78Eの分解活性が好中球エラスターゼ活性と

ほぼ一致して，分子量約40kDaの大きさに溶出されたこ

とから，フラクションAでは混入した顆粒酵素のエラス

ターゼがG78Eの分解に関与する可能性が考えられた．一

方，フラクションBでは好中球エラスターゼ活性やプロ

テアソーム活性が検出されずに，分子量約60kDaの大き

さにG78Eの分解活性が溶出された．そして，興味深いこ

とにフラクションCではプロテアソーム活性のピークと

は異なるフラクションに分子量約 350kDa の大きさに

G78Eの分解活性が溶出された．

考　察
　今回，CGDで見出された変異p67phoxの細胞内不安定性

と，その分解に関わる酵素について検討した．その結果，

野生型p67phoxはヒト末梢血好中球およびHL-60細胞の細

胞質によってほとんど分解されなかったが，変異p67phox
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図6 Q-Sepharoseイオン交換クロマトグラ
フィーによるp67phoxG78E分解酵素の
分離

A: HL60細胞質画分をQ-Sepharoseイオン交換クロ
マトグラフィーで分画し，各フラクションの変異
p67phoxG78Eの分解作用を調べた．B: 各フラクショ
ンについてカテプシンGとproteinase 3の存在を特
異抗体を用いたウエスタンブロット法で，また好中
球エラスターゼ活性を蛍光基質を用いた酵素活性
で調べた．図中のNeutrophilsは好中球lysateを，HL-
60 granuleとcytosolはHL-60細胞の顆粒画分と細胞
質画分を，またUnabsorbed Fr.はHL-60細胞の細胞
質画分のQ-Sepharoseイオン交換カラムへの非吸
着フラクションを示す．C: プロテアソームのα-サ
ブユニットの存在を特異抗体を用いたウエスタン
ブロット法で，またプロテアソームの酵素活性を3
種類の蛍光基質（LLVY，LRR，LLE）を用いて調べ
た．

図7 Superose 6 ゲルろ過クロマトグラ
フィーによるp67phoxG78E分解酵素の
分離

図6で分離したフラクションA，B，Cをそれぞれ
Superose 6ゲルろ過クロマトグラフィーで分画し，
各フラクションのp67phoxG78Eの分解作用を調べ
た．また，フラクションAとCについては，分画した
フラクションの好中球エラスターゼ活性とプロテ
アソーム活性をそれぞれの蛍光基質を用いて測定
した．
Thyroglobulin～Chymotrypsinogen Aは分子量マー
カーを示す．
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が分解されたことから，これらの細胞の細胞質に変異

p67phoxを分解する酵素が存在することがわかった．

　変異p67phoxの中で，今回用いたG78EとA128Vは，TPR

モチーフ/α-ヘリックス内の類似した部位にアミノ酸置

換を持ち，そのためTPR構造の積み重なり（stacking）が

上手くいかず，不安定化し，その結果，プロテアーゼに

よって認識・分解されやすくなる可能性が考えられる9,18)．

実際，アミノ酸置換による二次構造変化をコンピュータ

解析したところ19），野生型に比べてG78EではTPRにお

いてα - ヘリックスを形成する傾向が強くなる一方，

A128Vではその傾向が弱くなることが予測された．さら

に，A128Vが野生型p67phoxよりもトリプシンのようなプ

ロテアーゼに分解されやすくなることがリコンビナント

タンパク質を用いた実験で示されている18）．

　そして，プロテアーゼ阻害剤の効果から，変異p67phox分

解に関わる細胞質画分の酵素は，セリンプロテアーゼで

あることが考えられた．また，HL-60細胞の細胞質から変

異p67phox 分解酵素をQ-Sepharoseクロマトグラフィーに

よって分画したところ，分解活性は3つのフラクションに

分かれて得られ，さらにゲルろ過クロマトグラフィーに

より，それぞれ約40 kDa，60 kDaおよび350 kDa付近に

溶出されることがわかった．これらの結果から，変異

p67phoxの分解には，分子量の異なる複数種の酵素が関与し

ている可能性が考えられる．しかし，単一の酵素，あるい

は複数種の酵素分子が複合体を形成することにより分子

量の異なる分解ピークとして溶出される可能性も考えら

れる．

　また，阻害剤の効果から，プロテアソーム，カルパイン

や金属プロテアーゼとは異なる細胞質酵素が変異p67phox

の分解に関与している可能性が考えられた．さらに，ゲル

ろ過クロマトグラフィーの結果からも，プロテアソーム

は変異 p67phox の分解に関与していないと考えられた．

我々は，以前，p40phoxにsplice variantタンパク質が存在す

ることを見出した20）．そして，このタンパク質が細胞内

で不安定であり，細胞質に存在するセリンプロテーゼの1

つであるプロリンエンドペプチダーゼによって分解され

ることを明らかにした15）．しかし，今回，プロリンエン

ドペプチダーゼ阻害剤であるZ-Gly-ProおよびS17092-1を

用いても15），変異p67phox の分解が阻害されなかったこと

から（data not shown），プロリンエンドペプチダーゼは変

異p67phoxの分解に関与していないと考えられた．今後，変

異p67phox の分解に関わる酵素を精製し，さらに同定する

ことにより，単一の酵素が分子量の異なる複数の複合体

を形成するのか，あるいは複数種の酵素分子が複合体を

形成するのかという問題を解決できると考えている．

　CGDではミスセンス変異を持つタンパク質が比較的多

く見出されているが，p67phox の欠損例ではmRNAの発現

が観察されるものの，タンパク質の発現がほとんど認め

られない例があり，このような症例では変異タンパク質

が細胞内で不安定になっている可能性が考えられる7, 8）．

したがって，mRNAの発現が認められ，かつアミノ酸置

換がタンパク質機能に大きな障害を与えない場合に，そ

れら変異タンパク質の分解活性を抑制することによって，

それらを細胞内で安定化・機能させて，NADPHオキシ

ダーゼ活性を回復させることが期待される（図8）．今回

用いた変異p67phoxの G78EとA128Vは，細胞内で不安定

であるが，これらのアミノ酸置換がTPRモチーフ内のRac

反応部位とは離れて位置しているため，Racとの反応性は

保たれている9）．実際，A128Vが野生型p67phox と同様に

Racと反応してNADPHオキシダーゼを活性化することが

無細胞系で示されている18）．

　今までCGDの研究では，NADPHオキシダーゼ構成タ

図8 変異p67phoxの細胞内における分解とそ
の安定化によるNADPHオキシダーゼ
活性の回復

p67phoxの欠損例ではタンパク質の発現がほとんど
認められないものの，mRNAの発現が観察される例
がある｡アミノ酸置換がタンパク質機能に大きな障
害を与えない場合に，変異タンパク質の分解活性を
抑制することによって（┻），それらを細胞内で安定
化・機能させて，NADPHオキシダーゼ活性を回復さ
せることが期待される．
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ンパク質の遺伝子異常を明らかにすることが中心に行わ

れ，変異タンパク質の分解機構についてはほとんど調べ

られていなかった．また，CGDに対する治療として骨髄

移植や遺伝子治療が現在行われているが，生着率や発現

効率が低いといった問題や遺伝子導入法など検討すべき

点も多く残されている21, 22）．今後，本研究のようなアプ

ローチにより，CGDにおけるNADPHオキシダーゼ構成

成分の分解機構を解明し，さらに分解酵素の活性を制御

することによって細胞内で変異タンパク質を安定化し，

NADPHオキシダーゼ活性を回復させるという新たな治療

戦略が生み出される可能性も考えられる．
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