
p４０phoxの結晶構造と活性酸素発生の制御機
構

は じ め に

好中球は感染が起こると速やかにその部位へ集まり，病

原性微生物を貪食し，活性酸素を産生することで殺菌を行

う．好中球 NADPHオキシダーゼは活性酸素の発生に直接

関わる酵素であり，細胞内の NADPHから電子を受け取

り，微生物を取り込んだファゴソーム内の酸素分子へと，

ファゴソーム膜を越えて電子を受け渡すことで活性酸素を

発生する．NADPHオキシダーゼの遺伝的欠損症である慢

性肉芽腫症の患者では，好中球が活性酸素を産生できない

ためにその殺菌能が極めて低くなり，重篤な感染症を繰り

返すことからも，その重要性は明らかである１）．一方で，

活性酸素は反応性が極めて高く，その過剰な産生は自身に

も損傷を与える．このため，NADPHオキシダーゼの活性

は厳密に制御されている．

１． NADPHオキシダーゼの制御機構

NADPHオキシダーゼの酵素本体は膜上に存在する

p２２phox，gp９１phoxのヘテロダイマーからなる，シトクロム b５５８

である．シトクロム b５５８は電子伝達（NADPH→FAD→ヘ

ム→酸素分子）に必要な NADPH，FAD，ヘム結合部位を

全て有している．しかし，シトクロム b５５８のみでは電子伝

達は行われず，活性酸素を発生することはできない．シト

クロム b５５８の活性化には，細胞質中に存在する細胞質因子

複合体（p４０phox，p４７phox，p６７phox），および低分子量 Gタン

パク質 Racとの複合体形成が必要である２）（図１）．細胞質

因子複合体は p４７phox-p６７phox間相互作用と，p４０phox-p６７phox間

相互作用からなる１：１：１の三者複合体であり３），p４７phox

のタンデム SH３ドメインが，シトクロム b５５８の構成成分で

ある p２２phoxと相互作用することで膜へと移行する４，５）．Rac

はこれとは独立に膜へと移行し，シトクロム b５５８との複合

体を形成する６）．p４７phoxと p２２phoxとの相互作用および Rac

の膜への移行は厳密に制御されており，これは活性酸素を

適切な場所，時間で発生させるための機構であるといえる．

２． 細胞質因子 p４０phox

p４０phoxは，N末端側から順に PXドメイン，SH３ドメイ

ンおよび PB１ドメインを持つ．PXドメインはホスファチ

ジルイノシトール３-リン酸（PI（３）P）を結合し，また PB１

ドメインは p６７phoxの PB１ドメインとヘテロダイマーを形

成することで p４０phox-p６７phox間相互作用を形成する（図２A）．

p４０phoxはシトクロム b５５８の活性化に必須な p４７phox，p６７phoxと

強固な三者複合体を形成するにもかかわらず，in vitro の

アッセイにおいて，シトクロム b５５８の活性化に必須ではな

い．このため p４０phoxの機能は長らく不明であったが，２００２

年に in vivo において，p４０phoxが細胞質因子 p４７phox，p６７phox

の膜への移行を亢進することにより NADPHオキシダーゼ

の活性化を促進することが示された７）．さらに最近，p４０phox

はファゴサイトーシスに伴う NADPHオキシダーゼの活性

化に重要であり，この活性化に p４０phoxの PXドメインと

PI（３）Pとの相互作用が必要であることが示された８，９）．以

上のことから，p４０phoxは NADPHオキシダーゼの正の制御

因子であると考えられる．

p４７phoxの PXドメインは分子内の SH３ドメインにより，

その機能が制御されていることがこれまでに示されてい

る１０，１１）．その一方で，p４０phoxの PXドメインの制御機構につ

いてはこれまで明らかとされていなかった．本稿では我々

が最近明らかとした，PB１ドメインによる PXドメインの

図１ NADPHオキシダーゼの活性化機構
休止時にはシトクロム b５５８，細胞質因子複合体，低分子量 Gタ
ンパク質 Racはそれぞれ別々に存在している，細胞質因子複合
体，Racが膜へと移行することで，シトクロム b５５８は活性酸素
を産生できるようになる．
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制御機構について，p４０phoxの結晶構造を中心として述べ

る１２）．

３． p４０phoxの分子内制御

p４０phoxの PXドメインと PI（３）Pとの相互作用が分子内で

制御されているかどうかを調べるため，筆者らはまず

HeLa細胞に各ドメインを欠失した p４０phoxを GFP融合タン

パク質として発現させ，初期エンドソーム（EE）への局

在を見る実験を行った．EEには PI（３）Pが集積しているた

め，PXドメインと PI（３）Pとの相互作用を p４０phoxの EEへ

の局在として確認できる．全長（p４０phox-F）に加えて，PX

ドメインのみ（p４０phox-PX），SH３ドメインを除いたもの

（p４０phox-∆SH３），PB１ドメインを除いたもの（p４０phox-∆PB１）

を作製し実験を行った．その結果，PB１ドメインを含まな

い p４０phox-PXや p４０phox-∆PB１は EEへの局在が見られたのに

対し，PB１ドメインを含む p４０phox-Fや p４０phox-∆SH３は細胞

質へ均一に分布し，EEへの局在は見られなかった．この

結果から，PXドメインと PI（３）Pとの相互作用が PB１ド

メインにより制御されていることが示唆された．

４． p４０phoxの全長構造

PB１ドメインによる PXドメインの制御機構をより詳細

に解明することを目的として，p４０phox全長の X線結晶構造

解析を行った．解析の結果，p４０phoxは結晶非対称単位中に

二分子存在していた．この二分子のうち，一分子は電子密

度が比較的明瞭であるのに対し，もう一分子は電子密度の

不明瞭な部分が多い．以降，電子密度が明瞭な方を分子

A，不明瞭な方を分子 Bと呼ぶ．分子 Bの電子密度が不

明瞭である理由として，マルチドメインタンパク質である

ことによる運動性の高さが考えられる．実際本構造は全体

として原子の熱振動の大きさを表す指標である温度因子の

値が高い．図２Bに分子 Aと分子 Bの構造の重ね合わせ

を示す．SH３ドメインが異なる相対位置にあるのは，SH３

ドメインの自由度が高いという性質に由来すると考えるこ

とができる．一方，PXドメインと PB１ドメインは分子

A，B間で同じ相対配置で存在しており，PX-PB１ドメイ

図２ p４０phoxの結晶構造
A，p４０phoxのドメイン構成．PXドメインは PI（３）Pと，PB１ドメインは p６７phoxとの相互作用に関与する．B，分子 A
と分子 Bとの重ね合わせ．電子密度の明瞭な分子 Aを黒で，不明瞭な分子 Bを灰色で示す．C，結晶構造の分子
Aと，X線小角散乱データから構築した低分解能モデルとの重ね合わせ．結晶構造をリボン図，低分解能モデルを
表面モデルで示す．
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ン間の相互作用の存在が示唆された．

PX-PB１ドメイン間の相互作用が結晶化のアーティファ

クトではないことを確認するために，X線小角散乱の実験

を行った．ab initio 解析による p４０phoxの低分解能モデルの

構築をプログラム DAMMIN１３）により行い，分子 Aと重ね

合わせたものを図２Cに示す．この図から，結晶構造と低

分解能モデルとが，大きさ，形状共におおよそ一致してい

ることがわかる．このことから溶液中においても，結晶構

造で見られた PX-PB１ドメイン間の相互作用が存在し，ド

メインの配置を規定していることが強く示唆される．一方

で，結晶構造と低分解能モデルとの重ね合わせには一部ず

れが見られるが，これは SH３ドメインが溶液中で自由な

配向を取っていることに由来すると考えることができる．

５． PX-PB１ドメイン間相互作用

図３Aに PX-PB１ドメイン間相互作用を形成する主な残

基を示した．PX-PB１ドメイン間相互作用は主に，PXド

メインの β１と β２との間のループ部分に存在する F３５が，

PB１ドメインの V２５７，P２６５，L２７３，F３２０，W３２２からな

る疎水性ポケットに突き刺さることにより形成されてい

る．また，この疎水性相互作用を取り囲むように PXドメ

インの塩基性残基 H３８，R５８，R６０と PB１ドメインの酸性

残基 E２５９，D２６９とが相互作用している．PXドメインと

PB１ドメインとの接触面積は合計で１，３００Å２であった．

この値は決して大きいものではないが１４），PX-PB１ドメイ

ン間相互作用は同一分子内に存在し，ドメイン同士の局所

図３ PX-PB１ドメイン間相互作用
A，左に分子 Aの全体図，右に四角で囲った領域を拡大したものを示す．
PXドメインを黒，PB１ドメインを灰色のリボン図で，また PX-PB１相互
作用に関与する側鎖をスティックモデルで示した．B，PXドメインと
PI（３）Pとの複合体結晶構造（pdb：１H６H）と分子 Aとの重ね合わせ．分
子 Aの PXドメインを黒，PB１ドメインを灰色，複合体構造を白，また
PI（３）Pをスティックモデルで示す． Aの拡大図と同じ領域について示す．
C，脂質二重膜上の PI（３）Pと p４０phox（分子 A）との相互作用モデル．脂質
二重膜をスティックモデル，また PI（３）Pを球面モデルで示す．SH３ドメ
インは自由な配向を取っていると予想されるため，リンカー部分を点線で
示した．
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濃度が高いことから，溶液中で両者が解離せずに存在する

上で十分であると考えられる．

結晶構造中で見られた相互作用が実際に PXドメインの

制御に関与しているかどうかを確認するため，PX-PB１

ドメイン間相互作用を形成する PB１ドメイン上の残

基，E２５９，D２６９，F３２０をそれぞれアラニンに変異させた

p４０phox-E２５９A，p４０phox-D２６９A，p４０phox-F３２０A変異体を作製

し，再度 HeLa細胞における EEへの局在を見る実験を

行った．その結果，PB１ドメインが存在するにもかかわら

ず，いずれの変異体においても p４０phox-PXや p４０phox-∆PB１

と同様に EEへの局在が見られた．以上の結果から，結晶

中で見られた PX-PB１ドメイン間相互作用により，PXド

メインの EEへの移行が阻害されていることが示された．

６． PB１ドメインによる PXドメインの制御モデル

結晶構造中で観察された PX-PB１ドメイン間相互作用に

より，PXドメインと PI（３）Pとの相互作用はどのように制

御されているのだろうか．このことを確認するため，

p４０phoxの PXドメインと PI（３）Pとの複合体構造１５）と分子 A

との重ね合わせを行った（図３B）．この図から，PB１ドメ

インは PXドメインの PI（３）P結合部位付近で結合してい

るが，結合部位をふさいではいないことがわかる．PI（３）P

の認識に関わる残基のうち，PB１ドメインとの相互作用に

も用いられているものは R５８，R６０である．R５８は PI（３）P

の認識にきわめて重要な残基であるが，PB１ドメインと相

互作用しても R５８の側鎖には大きな変化は起こっていな

い．したがって，PB１ドメインと R５８との相互作用に

よって，PXドメインと PI（３）Pとの結合が阻害されること

はないと考えられる．一方，R６０は PB１ドメインと相互

作用する結果，側鎖の方向が変化している．しかし，この

側鎖の変化も PI（３）Pとの結合を妨げるようなものではな

く，また R６０は PI（３）Pの結合にはそれほど重要な残基で

はないことから，PI（３）Pの結合に影響するとは考えにく

い．したがって，p４０phoxの PXドメインは PB１ドメインと

相互作用しつつ PI（３）Pを結合できると考えられる．

しかしながら，実際に p４０phoxが生体内で機能する際，

PXドメインは遊離した PI（３）Pではなく，脂質二重膜から

なるファゴソーム上に集積している PI（３）Pを認識してい

ると考えられる．そこで，PI（３）Pが脂質二重膜上に存在

すると仮定し，複合体構造をもとに分子 Aと膜上の PI（３）P

との相互作用モデルを構築した（図３C）．この図から，

ちょうど脂質二重膜と PB１ドメインが重なることがわか

る．このことから，PB１ドメインは PXドメイン上の

PI（３）P結合部位を直接ふさぐことによってではなく，膜

との立体障害により PXドメインと膜上の PI（３）Pとの結

合を間接的に阻害している可能性が示唆される．

お わ り に

本研究により，p４０phoxの PXドメインと「膜上の」PI（３）P

との相互作用が PB１ドメインにより制御されていること

が明らかとなった．これは休止時に p４０phoxの PXドメイン

がファゴソーム上の PI（３）Pと相互作用しないための機構

であると考えられる．これまでに PXドメインが PB１ドメ

インにより阻害を受けているとの報告はなく，今回の例が

初めてである．一方でこの制御が活性化の際，どのように

して解除されるのか，その機構はいまだ不明である．今後

はこの点を含め，NADPHオキシダーゼの制御機構の全貌

を明らかにしていきたいと考えている．

最後に，HeLa細胞における p４０phox変異体の EEへの局

在の解析は，九州大学医学研究院 住本英樹先生との共同

研究である．この場を借りて厚くお礼申し上げます．
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アンチセンス RNAふたたび！

１． は じ め に

哺乳類のゲノムにおけるタンパク質をコードする領域は

ほんのわずかであり，コードしない領域は９８～９９％（ヒ

ト）にのぼる１）．ところが転写産物について見てみると，

タンパク質をコードするメッセンジャー RNA（mRNA）以

外に，タンパク質をコードしない転写産物がたくさん存在

する．この non-coding RNA（ノンコーディング RNA，非

コード RNA；以後 ncRNAと略す）はタンパク質をコード

しない，あるいはコードしたとしても短いタンパク質しか

コードできない，多種多様な RNA転写物の総称である．

広義ではリボソーム RNA（rRNA）と転移 RNA（tRNA）

を含むが，狭義では rRNAと tRNAを除く RNA種を指す

ことが多い（表１）．最近の網羅的な cDNA解析により，

予想外に多くの ncRNAがヒトにもマウスにも存在してい

ることが見いだされた１～３）．しかし機能が同定されている

ものはわずかであり，残りは transcript of unknown function

（TUF）１，４）とよばれるものである．このうちアンチセンス転

写物は，タンパク質をコードするセンス鎖（mRNA側）の

相補鎖，すなわちアンチセンス鎖と同じ配列を持ってい

る．転写因子 HIF-１αのアンチセンス転写物のように，今
までにも偶然に見つかってはいたが，さほど注目されな

かった．ところが網羅的な cDNA解析により，かなり多

くのアンチセンス転写物が転写されていることがわかって

きた１，５）．アンチセンス転写物を含めた ncRNAはガラクタ

（junk）ではなく，生理的意義を持った「機能性 RNA」で

はないかと予想されている．本稿ではアンチセンス転写物

の機能に焦点を当て，最新の知見について紹介する．

２． アンチセンス転写物はどのようにしてできるか？

アンチセンス転写物の合成のされ方には，いくつかのタ

イプがあることがわかった１，６）．翻訳領域を含む mRNA側

の転写領域（エクソン）と重なるかどうかという観点から

転写領域は，１）mRNAの相補鎖側（overlapping），２）イ

ントロン内（intronic），３）遺伝子間（intergenic）の場合

に分けられる（図１）．１）の場合には mRNAとアンチセ

ンス転写物が重なり合う部分があるので，直接 RNAどう

しが相互作用しうる（後述の iNOS）．また転写後のスプ

ライシングを受けるか，受けないかによって２種類あるの

表１ 哺乳類の ncRNAの分類

RNA種（略号） 長さ（nt）＊ 機 能

ribosomal RNA（rRNA） １２０～４，７００ 翻訳
transfer RNA（tRNA） ７０～９０ 翻訳
狭義の ncRNA：
アンチセンス転写物 antisense transcript（AS transcript） 不定 mRNAの安定化，クロマチン制御など
small nuclear RNA（snRNA） １００～５００ mRNA前駆体のスプライシング
small nucleolar RNA（snoRNA） ６０～３３０ RNAの修飾など
microRNA（miRNA） ２０～２３ 翻訳効率，クロマチン制御など
Piwi-interacting RNA（piRNA） ２５～３１ Piwiタンパク質と相互作用
その他の機能がわかっている RNA（テロメラーゼ RNA，
SRAなど）

不定 テロメア合成（テロメラーゼ RNA），転写活性
化（SRA）など

機能不明の ncRNA＝transcript of unknown function（TUF） 不定 不明
＊nt＝nucleotides.
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