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好中球による活性酸素生成の分子メカニズム
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Molecular mechanism for production of reactive oxygen species by neutrophils

　Neutrophils, a member of leukocytes, phagocytose and kill phathogenic organisms, thereby playing a crucial

role in host defense. During phagocytosis, an enzyme called the phagocyte NADPH oxidase becomes activated

to produce reactive oxygen species (ROS) that act as microbicidal agents. Activation of the oxidase must be

strictly regulated, since ROS have a high reactivity and thus their overproduction causes inflammatory responses.

The oxidase activation involves assembly of the cytosolic regulatory proteins p47phox, p67phox, p40phox, and small

GTPase Rac with the membrane-integrated cytochrome b 558, the catalytic core of the enzyme. Because the

assembly requires a variety of protein-protein interactions mediated via modular domains, the knowledge of

regulation of these interactions is important for our understanding of the molecular mechanism for the NADPH

oxidase activation. On the basis of our current findings, here we discuss the activation mechanism with special

attention to the induction and maintenance of the interactions between the oxidase factors.
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はじめに
　好中球をはじめとする食細胞は，体内の病原体が侵入し

た部位へ速やかに遊走し，それを貪食する（食胞の形成）．

こうして食胞内に取り込んだ病原体を種々の機構で殺菌す

るが，その中心的な役割を担うものが活性酸素であり，食

細胞NADPHオキシダーゼの働きにより生成される．細胞

休止時には不活性型であるNADPHオキシダーゼは，好中

球が刺激を受けると活性化され，スーパーオキシド(O2-)を

生成する．このO2-に由来する種々の活性酸素(H2O2，・OH，

HOCl など)が強力な殺菌剤として働くことになる．一方

で，活性酸素の高い反応性から，その過剰な生成が周囲の

組織に及ぶと炎症の原因となる．そのため，NADPHオキ

シダーゼには活性酸素の生成を厳密に制御するための巧妙

なシステムが備わっている．ここではオキシダーゼ活性化

において必須の働きをする細胞質因子の作用機構について

概説したい．

NADPHオキシダーゼ
　NADPHオキシダーゼの酵素本体は，細胞膜貫通型のタ

ンパク質であるシトクロムb558であり，p22phoxと gp91phox

（肩文字のphoxはphagocyte oxidaseの意）という2つのサ

ブユニットからなる1,2)．この2つのサブユニットのうち,

酵素活性を担うのは gp91phox であると考えられている．

gp91phoxは一次構造上の分子中央部付近にフラビン(FAD)

結合部位を，またC末端側にNADPH結合部位を持つ．さ

らに，gp91phoxのN末端側には6つの膜貫通セグメントが

あり，ヘムの結合部位を含む．このようにgp91phox には

NADPHから酸素分子へ電子が渡され，O2-が生成するため



炎症・再生　Vol.23 No.1 2003114

に必要な電子伝達系「 NADPH → FAD → ヘム → O2 」の

全てを潜在的に含んでいる（図1A）．一方，p22phoxはgp91phox

を安定化する役割に加えて，NADPHオキシダーゼの活性

化を引き起こす細胞質因子の結合部位としての働きを持

つ（後述）．

　上述のように活性酸素は反応性が高く宿主にとっても

有害であることから，その生成は時間的にも空間的にも

厳密に制御されなければならない．実際，シトクロムb558

は，細胞休止時には不活性でありO2-をまったく生成しな

い．食作用時にオキシダーゼの活性化，すなわちgp91phox

による電子伝達を引き起こすためには，細胞質に存在す

る特異的タンパク質(p47phox, p67phox, p40phox)と低分子量Gタ

ンパク質であるRacが，細胞膜に移行してシトクロムb558

と会合することが必要である（図1B）．

図1　食細胞NADPHオキシダーゼ　
A: gp91phoxと p22phoxのドメイン構造．TM; transmembrane
segment, FAD; FAD binding domain, NADPH; NADPH bind-
ing domain, PRR; proline-rich region
B: 食細胞NADPHオキシダーゼによる活性酸素の生成．細胞
質に存在する特異的タンパク質p47phox, p67phox, p40phoxと低分
子量Gタンパク質Racが，細胞膜に存在する酵素本体のシ
トクロムb558と膜上で会合することにより活性化され，その
結果活性酸素を生成する．

細胞質因子によるNADPHオキシダーゼの
活性化
　食作用時に好中球が刺激されると，そのシグナルは最終

的には細胞質因子(p47phox, p67phox, p40phox, Rac)に伝えられる．

p47phoxは一次構造上，N末端からPXドメイン，2つのSH3

ドメイン，さらにC末端近くにプロリンリッチ領域 (PRR,

proline-rich region)を持つ．細胞休止時には，p47phoxのSH3

ドメインはp47phox自身のAIR(auto inhibitory region)および

PXドメインと分子内相互作用しているため標的分子であ

るp22phox と結合できない3)．細胞内シグナル伝達の結果

p47phoxのコンフォメーション変化が誘導されると，これら

の分子内相互作用が切断され , SH3ドメインはp22phox の

PRRと4)，PXドメインは膜のホスホイノシチドと特異的

に結合できるようになる5)（図2）．これらの相互作用が

p47phox の膜移行とオキシダーゼの活性化に必須である．

p47phoxとp67phoxは恒常的に複合体を形成しており，p47phox

の膜移行に伴い, p67phoxは膜移行することになる．このよ

うにp47phox のコンフォメーション変化がオキシダーゼ活

性化のスイッチの一つとなっている．

　一方，細胞内シグナル伝達により活性化され膜移行した

Racは，膜上でp67phoxと結合することになる．p67phoxのN

末端領域には4つのTPR(tetratricopeptide repeats)モチーフ

が存在し，これらで1つのドメインを形成している（図2）．

図2  NADPHオキシダーゼ活性化のための2つのスイッチ
1つ目のスイッチはp47で，シグナル伝達の結果，コンフォ
メーション変化が誘導されると，分子内相互作用が切断さ
れ，SH3ドメインとPXドメインはそれぞれの標的分子と結
合する．2つ目のスイッチはRacで，シグナル伝達により活
性化されると膜へ移行し，p67のTPRsドメインと結合する．
この2つのスイッチが同時にONになることによりNADPH
オキシダーゼは初めて活性化される．PX; phox homology
domain, AIR; auto inhibitory region, TPRs; tetratricopeptide
repeat, PB1; phox and Bem1
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GTP結合型Racは，このTPRドメインに結合し，この結

合もオキシダーゼ活性化に必須である6)．このように，

「p47phoxのコンフォメーション変化」と「RacのGTP結合

型への変換 」という，少なくとも2つのスイッチが同時に

ONになって初めてNADPHオキシダーゼが活性化される

ことが，その活性制御をより厳密しているメカニズムの一

つと思われる．

　p67phoxはp47phoxと結合しているが，またp40phoxとも同時

に結合しており，恒常的にp47phox-p67phox-p40phox複合体（存

在比は1:1:1）を形成している（図2）．NADPHオキシダー

ゼ活性は，好中球膜画分と組換えタンパク質である

p47phox，p67phox，Racを組み合わせ，活性化剤としてアラキ

ドン酸やSDSを加えることにより，cell-free系で再構成す

ることができる．このcell-free系において，p40phoxを加え

なくてもO2-を生成することから，p40phoxはNADPHオキ

シダーゼの活性化に必須の因子でないことを示している7,8)．

一方，細胞レベルでは，p40phox は p47phox と p67phox の膜移

行を強力に促進する作用を持ち，オキシダーゼ活性を増強

する働きを有する9)．このようにp40phoxは , 必須ではない

がオキシダーゼの正の制御因子と考えられる．ちなみに，

p67phoxと p40phoxの結合はそれぞれのPB1ドメインを介す

るが，このPB1ドメイン間の相互作用は，ドメイン内の

「保存されたリジン残基」(p67phox 側)が「PC モチーフ」

（p40phox 側）を直接認識することにより行われる10,11)．

　細胞質因子の分子内相互作用の切断や活性化因子間のド

メイン結合が，NADPHオキシダーゼを活性化するスイッ

チになることは分かったが，それでは実際にgp91phox内の

電子伝達を引き起こすには, どのドメインが必須なのであ

ろうか．そこで，活性化因子p47phoxとp67phoxの短縮型の変

異体を用いてcell-free系でオキシダーゼを再構成した実験

から，p47phox は PXドメインと2つのSH3ドメインが8)，

p67phoxはTPRドメインとその後に続くactivationドメイン

が必須であることが分っている12)．このように，p47phoxと

p67phoxは，一次構造上分子の前半部分にオキシダーゼの活

性化領域，そして後半部分に制御領域を持っていると考え

られる（図3A）．

細胞質因子の融合タンパク質による活性型
NADPHオキシダーゼの安定化　　
　NADPHオキシダーゼの活性化状態は，短時間しか維持

されないことが知られている．例えば，cell-free系で活性

化した場合，酵素活性の半減期は10分以下である13)．上

記のようにNADPHオキシダーゼは細胞質因子の会合によ

り活性化されるが，活性化状態の維持には，因子間の継続

的な会合が必要なのであろうか．この疑問に答えるには，

図3　NADPHオキシダーゼの活性化に必須なドメインと
融合タンパク質の構成

A: 一次構造上分子の前半部分にオキシダーゼの活性化領域，
そして後半部分に制御領域を持っていると考えられる．オキ
シダーゼの活性化に必要最小限のドメインを含んでいる短縮
型p67phox(p67N)とp47phox(p47N)は実線で示した．A; activa-
tion domain
B: 融合タンパク質は，短縮型p67Nとp47NあるいはRacを
組み合わせてデザインされる．図中の不等号は融合タンパク
質のオキシダーゼ活性の維持に対する効果を示す．また，破
線は細胞質因子間の相互作用を，実線は融合タンパク質の連
結部分（Ser-Glu-Pheの３残基）を示す．

細胞質因子間を共有結合で繋げた融合タンパク質を作成

し，オキシダーゼの活性化状態の維持にどのような影響を

与えるか検討するのが一つの方法であろう．その際, 融合

タンパク質は，オキシダーゼの活性化に必要最小限のドメ

インを含んでいる短縮型p67phox(p67N)とp47phox(p47N), あ

るいはRacを組み合わせてデザインするのが適切と思われ

る．

　実際にN末端側にp67Nを配したp67N-Rac融合タンパ

ク質を用いてcell-free系でNADPHオキシダーゼを再構成

すると，細胞質因子を別々に用いた場合に比べて，活性化

されたオキシダーゼの寿命を約10倍に延長する（図3B）．

一方，逆の順序で融合させたRac-p67Nはオキシダーゼ活
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性の維持にほとんど効果を持たないばかりか，融合しな

かった場合に比べてO2-の生成量は1/8に低下する14) ．こ

のように，適切な順序でp67NとRacを共有結合させるこ

とが，活性型オキシダーゼの維持に効果的であると考え

られる．それでは，p67Nと p47Nを融合させた場合にも

同様の効果が得られるのであろうか．N末端側にp67Nを

配置したp67N-p47N融合タンパク質は細胞質因子を別々

に用いた場合に比べて，再構成したオキシダーゼの寿命

を約15倍に延長する15)（図3B）．以上の融合タンパク質を

用いた実験は，Racとp47phoxがp67phoxに会合し続けること

がNADPHオキシダーゼの活性化状態の維持に必要である

ことを示している．

　NADPHオキシダーゼの活性化に必須な細胞質因子のド

メインは明らかにされたが，実際に酵素本体であるシト

クロムb558にそれらのドメインはどのように相互作用す

るのだろうか．先に述べたようにp47phoxは２つのSH3ド

メインを用いてシトクロム b558 のサブユニットである

p22phoxのPRRと相互作用する．この相互作用によりp47phox

と恒常的に結合しているp67phox は膜移行し，これと独立

に膜移行したRacと直接結合する．では，このp67phox-Rac

複合体はシトクロムb558の活性化に対して，どのような

役割を持つのであろうか．NADPH結合ドメインとFAD結

合ドメインのみで構成される短縮型gp91phoxを用いた実験

では，p67phox と Racの存在によりNADPHからFADへの

電子伝達が引き起こされ，さらにp67N-Rac融合タンパク

質を用いた場合，電子伝達は約3倍に加速される16)．p67phox

とRacの複合体はgp91phoxの細胞質領域に直接的に相互作

用し，NADPHからFAD，さらにヘムへの電子伝達を引き

起こす重要な因子になり得ると推測される．

おわりに
　食細胞NADPH オキシダーゼの活性化には，p47phox，

p67phoxおよびRacの3つの活性化タンパク質間で新たな相

互作用が起こることが必要である．さらに，これらの融合

タンパク質を用いた実験は，細胞質因子間の継続的な会

合が酵素活性の維持に重要であることを明らかにすると

ともに，それらがgp91phox内の電子伝達を加速させること

を示している．電子伝達の調節ポイントはNADPHの結

合，NADPHからFADへの電子移動，さらにFADからヘ

ムへの電子移動などが挙げられる（図1B）．また，FADは

gp91phoxに共有結合しているわけではないので，その会合

／解離も調節ポイントの一つになるかもしれない17,18)．し

かしながら，複合体を形成した細胞質因子がシトクロム

b558と相互作用することによって，どの調節ポイントに作

用するのかは不明である．その理由の一つは，細胞質因子

に自己制御があるため酵素の活性化状態を得にくく，また

オキシダーゼ複合体の形成が一過性であるため本酵素の寿

命が極めて短いので，活性化酵素の性質の検討が困難なた

めである．オキシダーゼの活性化に必須のドメインで構成

された上述の融合タンパク質は，再構成した酵素の安定性

も格段に上昇させることから上記の問題をクリアできそう

である18,19)．また，cell-free系でオキシダーゼを再構成す

るときに必要なSDSは活性化剤として働く反面，細胞質

因子を非特異的に凝集させる傾向があるため不都合だが，

幸いなことにp67N-p47N融合タンパク質を用いた場合，オ

キシダーゼは活性化剤なしで再構成することができる15)．

また，これとは別にPickらによれば，p67N-Rac融合タン

パク質のRacをプレニル化することにより活性化剤なしに

オキシダーゼを活性化できるとのことである19)．これらの

modifyされたシステムは，SDSを含まない活性化システ

ムとして，利用価値がある．

　このように，細胞質因子を改変した融合タンパク質が

NADPHオキシダーゼのcell-free再構成を安定化させる性

質は，今後のオキシダーゼ研究において有効なツールにな

り得ると期待される．一方，酵素本体であるシトクロム

b558の調製は，依然として多量の好中球を集め, そこから

精製する以外に方法がない．NADPHオキシダーゼのさら

なる生化学的解析のためには，シトクロムb558の大量発現

系の開発が不可欠であり，今後の重要な課題の一つであ

る．
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