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略語表

02 :スーパーオキサイドラジカル

PMN:多形核白血球

NADPH: dihydronicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NADP: nicotinamide adenosine dinucleotide phosphate 

NADH: dihydronicotinamide adenosine dinucleotide 

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

PMA: phorbol myristate acetate 

MA:ミリスチン酸

OA :オレイン酸

EA :エライジン酸

FMLP: formylmethionyl-leucyl-phenylalanine 

CGD:慢性肉芽腫症 (chronicgranulomatous disease) 

SOD :スーパーオキサイドディスムターゼ

OH' : ヒ ド ロ キシラジカル

CCP: cytochrome c peroxidase 

KRP: Krebs Ringer phosphate buffer 

EGTA: ethylene glycol bis(β-aminoethylether)-N， N， N'， N' -tetraacetic 

acid 

EDTA: ethylene diaminetetraacetic acid 

CO :一酸化炭素
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HMPD: hexamethylphosphoramide 

CD :円二色性 (circulardichroism) 

ESR: el ec tron spi n resonance 

Ki :阻害定数

Km :ミカエリス定数

FAD: flavin adenine dinucleotide 

FMN: flavin mononucleotide 

OD:吸光度 (optical density) 

cmc 臨界ミセル濃度

A ε: モル吸光係数差

1 1 1 



序章

好中球やマクロファ ージ は、 外界 から進入した細菌等を貧食し殺菌する生体

防 御上重要な役割を担っている。この食細胞の生体防御機能に最初に注目した

のは Metchnikoff(l)で、 1883年に彼は海綿の中匹葉性のアメーパ様細胞が異物

を取り込む様子を観察し、 この貧食機能 を持つ遊走性の組胞が生体防御に関連

するの ではないかと考えた。彼は、この異物を貧食する組胞を食細胞 (phago-

cytes) と命名した。この食細胞の殺菌系として、 ラ イ ソ ゾ ー ム に 含 ま れ る 加 水

分解酵素やカチオニック蛋白等が古くから知られており， その作用について詳

細な検討がなされてきた。

一方、これらの食細 胞は 、食 菌と いうダイナミックな変化と同時に様々な代

謝変化を示すことが古くから知られていた。 1933年に、 BaldridgeとGerardはイ

ヌの白血球に Sarcina luteaを加えたとき白血球の呼吸が著しく上昇したと報告

した(2)。彼らは、 この白血球の呼吸上昇は Sarcina luteaの食菌作用に伴いミ

トコンドリアの呼吸が上昇したと考えた。一方、 1959年に SbarraとKarnovskyは、

食作用に伴って現れるモルモット腹腔好中球の呼吸上昇がシアン耐性であるこ

とを報告しミトコンドリアの呼吸上昇によるものでないこと明らかにした(3)。

また、彼らは解糖系の阻害剤であるモノヨード酢酸や 2-デオキシグルコースが

このシアン耐性呼吸の上昇を阻害することも報告した。 さらに、ヘキソースモ

ノリ ン酸経路による糖代謝が著しく昂進することも明らかにした。従って、 こ

の 発表以降、食作用に伴う呼吸の上昇が白血球のどのような代謝変化と結び付

いているのかについて新しい研究が展開されていった。

1961年に Quastelらのグループは、 14 c-蟻酸を食菌中の白血球に添加したとこ

ろ 14C_蟻酸が脱炭酸されて 14 CO 2産生が顕著に起こることを報告し、細胞内のカ

タラーゼや ベ ル オキシダーゼが白血球の生成した H202を用いて蟻酸を脱炭酸し

たものと考えた (4) 。彼らは白血球の食作用時に見られるシアン耐性呼吸の上昇

の少なくとも一部は、この H202生成と共役しているものと推定した。その後、

Rootらも、蛍光色素であるスコポレチンーベルオキシダーゼ系を用いた検討によ

T
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り白血球が H202を生成することを報告した(5)。 一方 19 6 9年に、 McCord と

Fridovichによって、 スーパーオキサイドラジカル(02) を H202と02へ不均化す

る酵素 で あ る ス ーパーオキサイドディスムターゼ(SO D) が発見された(6)。 こ

のSODを用いることにより、 Babiorらは白血球が食菌にともなって 02を生成する

ことを明らかにした(7)。 さらに、 この 02生成がシアン耐性呼吸の上昇そのもの

であることが明ら か に さ れ た 。 す な わ ち、以下のように酸素が 1電子還元され

e 2H+ 

02 一一一一一一+ 02 ij202 

不均 化 反 応

て 02が生成 され 、引き続いて起こる 05の不均化反応により H202が生成される一

連 の反応であることが明らかにされた。言い換えれば、白血球のシアン耐性呼

吸は、 02や H202などの活性酸素生成に他ならないことが明らかにされた。この

発見により、白血球の OE生成酵素の本体についての研究が大きな広がりを見せ

ることになった。当初、この 02生成のための電子供与体は何かについて、また

細胞内局 在 部 位 に ついても複数の意見があ っ た 。 1つは、 Karnovskyらのグルー

プにより提唱された NADH酸化酵素説であり (8.g)、白血球のシアン耐性呼吸が解

糖系の阻 害 剤 で 阻害されること、さらに細 胞 外 に 添 加 し た NADHが酸化されれO之

が生成さ れ る 電 子顕微鏡の観察に基づいており、活性酸素生成の電子供与体は

NADHであると考えた。すなわち、彼らは解糖系で生成される NADHが 02の還元に

用いられると考えていた。また彼らは、 この 02生成酵素は細胞質に存在する可

溶性酵素ないしは細胞膜に弱く結合している酵素と考えていた。一方、 Rossiら

のグ ループは、ヘキソースモノリン酸経路においてグルコース 6リン酸がグルコ

ース 6リン酸脱水素酵素により代謝されるときに生成する NADPHがその電子供与

体であるとする NA DP H酸化酵素説を提唱していた(10)。彼らはまた、活性化した

白血 球より核を除いた上清をショ糖密度勾配遠心法により分画し、頼粒分画(

リソゾーム)にその NADPH酸化活性があり、 02生成酵素は頼粒画分(リソゾーム)

に存在すると考えていた(11)。また、 Babiorらのグループは、電子供与体は

R 0 S s iらと同様にヘキソースモノリン酸経 路で生成される NADPHであるとするも

n
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のの、その OE生成酵素は細胞膜に存在すると考えていた(12，13)。このように、

02生成酵素について、その細胞内局在、電子供与体についても諸説があった。

こ れらの説の大きな違いは好中球の活性酸素の基質が NADPHであるのか NADHであ

るのか、言い換え れば活性酸素生成は解糖系と共役しているのかあるいはヘキ

ソ ースモノリン酸経 路 の 代 謝 経 路 と 共 役しているのかという問題であった。ま

た、その細胞内局在ばかりでなく本酵素が膜酵素であるのか非膜酵素であるの

から論議の重要な点であった。すなわち、 Ros s iら及び Babiorらは、局在はとも

かく NADPH酸化酵素は内在性の膜酵素と考えており、 Karnovskyらとは大きく異

なっていた。これらの不一致は、本酵素系が非常に不安定なため、細胞下レベ

ルでの活性酸素の測定が非常に困難なため、 さらには分画方法等に問題があっ

たためと も考えられる。その後、その電子供与体については、遺伝的疾患であ

るグルコース 6 リン酸脱水素酵素の欠損患者では活性酸素生成能が欠損してい

ることなどより NADP Hがその電子供与体であることが明らかとなり、活性酸素生

成酵素は NADPH酸化酵素と呼ばれるようになった。一方、その細胞内局在につい

ては、筆者らの発表も含め 02生成酵素は、白血球の細胞膜に存在することが明

らかにされた(14-16)。

食作用時に白血球が生成するこの活性酸素の役割については、慢性肉芽腫症

(Chronic granulomatous disease， CGD)患者の白血球が活性酸素生成能を欠

損していることが 発見されて非常に注目されるようになった (17，18)。 古 く か

らCGD患者は細菌感染を繰り返し、重篤な感染症を起こすことが知られていた。

これは、 CGD患者 白血球は正常な貧食能を 持 つ も の の 貧 食 し た 細 菌 の 殺 菌 機 能 の

低下 が認められており、その易感染性は白血球の機能異常によると考えられて

いた。この CGD患者の白血球が活性酸素生成能を欠損していることが明らかにな

る ことによって、逆に白血球の生成する活性酸素が生体防御上非常に重要な役

割を担っていることが明らかになった。さらに、 CGD患者白血球の生化学的研究

がその 後の白血球の 02生成酵素の研究に大きな進歩をもたらした。すなわち、

CGD患者白血球に欠損している分子が NA DPH酸化酵素の構成分子ないしはその活

性化機構に関与する分子である考えられ、多くの検討がなされてきた。最初に

発見された欠損は、 b型チトクロームの欠損である(19，20)。この b型チトクロー

ムは、 Shinagawaら に よ っ て 白 血 球 の ミ クロゾーム分画に存在する白血球特有の

qdv 



へム蛋白であるこ とが報告され、チトクローム b558と命名されていた(21)。そ

の後、多くの CGD患者白血球においてチトクローム b558の欠 損 が 報 告 さ れ 、 本 へ

ム蛋白が NADPH酸化酵素の活性基の lっと考えられるようになった(2 2)。

1984年に、 Pickらのグルーフにより(2 3)、無細胞系で NADPH酸化酵素を活性化

で きることが報告された。すなわち、活性化していない膜分画と細胞質分画の

共存下 に不飽和脂肪酸を添加することにより NADPH酸化酵素を活性化できること

が明らかにされ、その活性化に関与する、あるいは NADPH酸化酵素そのものを構

成する分子の解明が進んだ。無細胞系での NADPH酸化酵素の活性化は、不飽和脂

肪 酸ばかりでなく飽和脂肪酸やドデシル硫酸ナトリウムを用いても引き起こす

ことができる (24-26)。この無細胞系における NADP H酸化酵素の活性化系を用い

て、細胞質因子の解析が進み、複数の細胞質因子の関与が報告されている(2 7 ， 

28)。特に、 CGD患者白血球を用いて、患者白血球の細胞質分画と健常人の膜分

画、あるいはその逆の組合せにより CGD患者白血球の欠損要因の検討がなされ、

CGD患者は細胞質因子の欠損と膜分画の欠損に分類されるようになった。膜画分

の 欠損は現在までのところチトクローム b558の欠損のみが知られている。 この

細 胞 質 因 子が欠損している CGD患者白血球の詳細な解析より、分子量 47kDaおよ

び 67kDaの細胞質蛋 白の欠損が見いだされた (29-31)。特に、 47kDa蛋白質は、チ

トクローム b558を持つ CGD患 者 に お い て リン酸化蛋白質の欠損として報告されて

いた分子と同ーであることが明らかにされ、 NADPH酸化酵素の活性化機構にリン

酸化が密接に関与することが明らかにされた。 しかし、 この無細胞系では 47k D 

a蛋白質がリン酸化さ れ な い と の 報 告 も あり、無細胞系における NADPH酸化酵素

の活性化は 細胞 そのものの活性化とは多少異 な っ て い る 可 能 性 も あ る 。

白血球の活性酸素生成は、食作用時ばかりでなく種々の物質によって引き起

こされることが知られている。 Caイオノフォア (32，33)、 プロモーターである

Phorbol rnyristate acetate(PMA)(34)、 Concanavalin Aや phytohernagglutinin

などのレクチン (35，36)、 ミリスチン酸やアラキドン酸などの脂肪酸 (37，38)、

走化因子である C5a(39)や forrnyl rnethionylleucylphenylalanine (FMLP) (40)， 

digitonine(41)、 ミクロフィラメントの重合阻害剤である cytochalasin Eや D

(42，43)等と非常に多岐にわたっている。また、細胞内情報伝達機構 lこ関連する

と思われる細胞内 Ca2
+イオンの上昇(44)、 膜 電 位 の 変 化 (4 5)、膜リン脂質代謝

-4-



の昂進(4 6)、蛋白質.リン酸化の変化 (47，48)が活性化にともなって起こることも

知られている。上記したように、活性化にともなうリン酸化蛋白質の変化を解

析す ることにより、活性化に伴う 47kDa蛋白質のリン酸化が認められない CGD患

者が見いだされ NADPH酸化酵素の活性化に関与する蛋白質として注目されはじめ

た (49)。一方、白血球の活性化に関連して、その活性基の 1っと考えられてい

るチトクローム b5SSが休止期の白血球では細胞膜と頼粒分画の 2相性の分布を

示し、活性化に伴って頼粒から細胞膜へと移行し、この移行により NADPH酸化酵

素が細胞膜で再構築され活性化が引き起こされるとする説が複数のグループよ

り提唱された (50-53)。

活性酸素生成酵素である NADPH酸化酵素 の 性 質 に つ い て は 未 だ 活 性 を 持 っ た 状

態での精製に成功した例はなく不明の点が多い (55，56)。その活性基としてはチ

トクローム bS5Sやフラビン蛋白質が想定されているが、特にフラピン蛋白質に

ついては異論が多いロまた、膜酵素としての、性質についても不明な点が多い。

例えば、 NADPHに対する Kmについては 30........50μM程度と報告されているが、酸素

に対する Kmについては約 30μM程度とする 報告から、数 μMとする報告もあり異

論が多い。また、 2価イオンの要求性等についても不明な点が多い。

本論文において、 上 記 の NADPH酸化酵素 に つ い て 以 下 の よ う な 点 に つ い て 考 察

する。すなわち、(1) NADPH酸化酵素の細胞内局在について、 (2) NADPH酸化酵

素の細胞膜酵素としての諸性質について、 (3) NADPH酸化酵素の活性化とチトク

ローム b558の細胞内局在との関連について、特にチトクローム b558の細胞膜移

行説との関連について、 (4) NADPH酸化酵素の可溶化とその部分精製について、

( 5 )チトクローム bs58の精製とその諸性質の解析について述べると共に、 NADP

H 酸化酵素の本体について考察する。

r
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第 1章 N A D P H酸化酵素の細胞内局在と

その性質について

好中球やマクロファージなどの食細胞(以下白血球と略)は、食菌時にスー

fーオキサイドラ ジカル (02) や H202 あるいはヒドロキシラジカノレ ( 0 H . ) 

を生成することが知られている。近年， この活性酸素生成が殺菌に重要な役割

を 担っていることが明らかにされてきた (54-59)。また、 この活性酸素生成は、

食菌時ばかりでなく、種々の活性化物質 L脂 肪 酸 (37.38.60)、 PMA(34)、 iono-

phore (32.33)等)によっても引き起こされる。この一連の活性酸素生成は、白

血球の NADPH酸化酵素が何等かの機作によって活性化され、 NADPHを基質として

酸素 をー電子還元することによって引き起こされる一連の反応と考えられてい

る。その細胞内局在については、当初、頼粒分画、細胞膜、あるいは細胞質に

存在するとする諸説が提唱されていた。

特に、 NADPH酸化酵素の細胞内局在に関して相反する説が提唱された理由とし

ては、活性酸素は種々の細胞内小器官(ミトコンドリアやミクロゾーム等)か

らも生成されることより (61.62)、殺菌酵素系としての NADPH酸化酵素を特異的

に検出することが困難な場合が多いためと考えられる。 また、活性酸素の測定

法も重要な問題点、であった。多くの活性酸素測定法が、電子の授受を測定する

ために細胞内器官からの測定には、細胞内電子伝達系やその電子供与体が測定

の妨害となっていた。

現在まで、 この NADPH酸化酵素の本体の詳細について、あるいはその活性化機

構 について は不 明な点が多いが、その活性基としてフラビン(63 )と b型チトクロ

ーム(19)(チトクローム b55S)が考えられており、 これらの分子が膜を貫通し電

子伝達系を構成していると考えられている 。 しかし、 これらの活性基の細胞内

分布やその存在量等についてもいくつかの説があり、不明の点が多い。

本研究においては、一定の浸透圧を保持しながら密度勾配を形成することが

できる Percollを用いて活性化白血球の細胞内オルガネラの分画を行い、 この

NADPH酸化酵素が細 胞 膜 に 局 在 す る こ と を明らかにした(14、65)。特に、マクロ

ファージの分画においては、他の電子伝達系や電子供与体の影響を受けにくい
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cytochrome c peroxidaseを用いて、 H202生成を測定することにより NADPH酸化

酵素の局在部位の同定を行った(15)。ま た 、 分 画 し た 細 胞 膜 を 用 い て 膜 酵 素 と

しての NADPH酸化酵 素の酵素学的性質について検討してきた(6 5、66)。 さらに、

細胞膜分画では 02生 成 酵 素 の 活 性 基 の lっと考えられているチトクローム b558

の純度 が上昇するこ と を 見 い だ し た 。 さ らに、 NADPH酸化酵素のもう 1つの活性

基の候補であるフラピンの細胞膜中の存在量を測定し、チトクローム b558の比

が 1: 9と大きく離れていることを明らかにした。 さらに、チトクローム b55 8の細

胞内分布について検討したところ、チトクローム b558は 2相性の分布を示すも

のの短時間 の 活 性化では活性化前後でその分布は大きく変動しないことを明ら

かにした。

本章においては、 この NADPH酸化酵素の細胞内分布及びその諸性質について考

察する。

材料及び方法

LL孟蓋

Cytochrome c、 Phenyl-methylsulfonylfluoride(以上 Sigma) 、 NADPH、

N ADH、 ATP、 AMP(以上 Boehringer)、 Percoll(Pharmacia)、 Cibacron Blue 

F3GA (Pierce) は各々の会社より購入した。 57C 0 -c y a n 0 c 0 b a 1 a m i n 'i ， A m e r s h a 

mより購入した。 cytochromec perox idase (CCP)は、 Yonetani等の方法 (67)

に従ってイースト 菌より抽出精製し結晶化して用いた。アセチル化 cytochrome

Cは、既報に従って調製した(3 7)。得ら れたアセチル化 cytochromecは 63-69%

のアセチル化率であった。

2) 好 中球の調製

モ ルモット(6 8 )好中球は、既報にしたがい 2%カゼインを腹腔内に投与し、

14---16時間後 0.9%NaCl溶液を用いて腹腔内より採集した。残存している赤血球

は、 O.2%NaCl溶液の低張溶液を用いて溶血 さ せ て 除 い たo ブタ末梢血好中球



( 69)調製には、ブタ血液を 10分の 1量の 3%polyvinylpyrrolidone溶液と混和し、

1時間ほど静置したのち上清の画分を遠心して白血球を集めた。残存している赤

血球 は 0.2%NaClにより溶血させて除い た。また、白血球分画中のリンパ球は比

重1.07 7のLymphoprepT門を用いて除いた。得られた白血球分画中の好中球の純度

は、いずれも 95-98%であり、 HEPES-緩衝 生 理 食 塩 水 (17mMHEPES緩衝液 (pH 

7.4)， 5mMKCl 1.2mMMgC12を含む)に懸濁した。

3 ) モルモット肺マクロファージの調整

モルモット肺マクロファージは、 Myrvikらの方法(70)にしたがい、肺胞内を

0.9%NaCl溶液にて洗浄することにより採集した。残存している赤血球は、他の

白 血球の場合と同様 0.2%NaCl溶液にて溶血させて除いた。得られた分画のマク

ロファージの純度は約 95%であった。

4 )白血球のオルガネ ラ の 分 画

白血球のオルガネラの分画は、 Percoll密度勾配遠心法により行った。白血球

を 107細胞 / mlになるように 5mMグルコースを含む HEPES-緩衝生理食塩水に懸濁

し、 370Cにて preincubateした。 10分後に、 ミリスチン酸 (110nmol/107細胞)

を添加し、 30秒間(71)、 370Cで白血球を活性化した。活性化後直ちに、冷却し

た O.34Mショ糖溶液とシリコンオイル(比重 1、02) の 2重層に細胞懸濁液を重

層し、 1000 x gで 3分間遠心し反応液と細胞を素早く分離したD 沈澱した細胞を

冷却したプロテア ーゼ阻害剤を含む Tris-(あるいは HEPES-) 緩衝ショ糖液(

10mM Tris-HCl (pH7. 4)あるいは 10mMHEPES-NaOH(pH 7.4)、 O.25M ショ糖， 20 

μg/ml TLCK， 2μg/ml leupeptin) に懸濁し、 Potter型テフロンホモジナイザ

ーを用い、 1000r pm、 40往復して細胞を破 砕した。細胞破砕液に 1/100量の O、1

M PMSFを添加した後、 450 x g、 10分間遠心して上清を得た。上清に 1/100量の

0、1MEGTA加えた後、 0-50%Percollの密度勾配を含む Tr i s-緩衝ショ糖液に重層

しBeckmanSW27 rotorあるいは BeckmanTi14 Zonal rotorにて分画を行った。

遠心後、一定量づっ分取し、各分画の細胞内指標酵素の活性を測定した。また、

細胞膜の調製には 、 膜 指 標 酵 素 の ピ ー クの分画を 165、000 x g、 60分間遠心して

集めた。得られた沈澱を、再び Tr i s-緩 衝ショ糖液にて洗浄後、適量の Tr i s-緩

nxυ 



衝ショ 糖液に懸濁して-80 ocに保存した。

5 )細胞からの 02生成活性の測定

細胞からの 05生成活性は、 cytochrome cの還元を経時的に測定して求めた

(60)0 2 x 106細胞を 1.6 m 1の HEPES-緩衝生理食塩水に懸濁し、 50μM cyto-

chrome c. 5μg/ml catalaseを添加して、 37
0Cで 5分間インキュベー卜した後、

活 性化剤を加え 550-540nmの吸光度変化を経時的に測定した。測定は、 目立 557

二波長分光光度計を用いて行った。

6 )細胞膜分画からの 02及び H202生成活性 の 測 定

細胞膜分画の 02生成活性はアセチル化 cytochrome cを用いて行った(3 7)。基

本的な反応溶液は、 0.1 mM NADPH. 5μg/ml catalase、 15μM ア セ チ ル 化

cytochrome .c 、 O.17M ショ糖を含む 65 mM Na-K-リン酸緩衝液 (pH 7.0) を用

いた。反応は、一定量の細胞膜分画を添加して開始した。 H202生成活性は、

cytochrome c peroxidase (CCP) を用い て測定した(7 2)。基本的な反応液は、

0.1 mM NADPH、 5μM CCP、 O.17M ショ糖液を含む 65 mM Na-K-リン酸緩衝液を

用いた。活性は、 H202-CCP複合 体形 成量を 419-408 nmの吸光度差を経時的に測

定して求めた。

7)他の酵素活性及び指標蛋白の測定

g!ucose-6-phosphatase(73)、 5・-nuc!eotidase(74)、 Na-K-ATPase(75)活性は

既 報に従い測定した。また遊離した無機 リ ン は YoungburgとYoungburgの方法に

従って測定した (76)0 Lactate dehydrogenasei活性は、 NADHの酸化を経時的に担IJ

定して求めた(77)0 NADPH cytochrome c reductase‘活性は、 OmuraとTakesueの

方法(7 8 )によって測定した。アズール頼粒の指標酵素である Mye!operoxidase活

性は Guaiaco!の酸化反応より求めた(79)。特殊頼粒の指標酵素である Vitamine

BJ2-binding proteinは57Co-Cyanocoba!aminを用いて測定した (80)0 !ysozyme 

活性は、 Micrococcus !ysodeikticu sの溶菌反応による 450nmの 吸 光 度 の 低 下 を

測定す る こ と に より求めた (81)。
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8 )チトクローム b55 '3およびフラビン量の測定

チトクローム b55S量は dithioniteによる酸化還元差スベクトルより求めた。

、リモル吸光係数は EmM558-540n日 21.6を用いた (82)。酸化状態の絶対スベクト

ルを data processorに記憶後、少量の dithionite粉末を添加してチトクローム

b55Sを還元した。 data processorの subtraction rnodeを用いて酸化還元差スベ

クトルを記録した。フラピン量は、 pH法にてその FAD、 FMN量を求めた (83.84)。

9L亙阜豆霊

蛋白は、 Lowryの方法にしたがってウシ血清アルブミンを standardとして定量

した (85)。

結果

1) 白血球の活性 酸素生成

野中 球やマクロファージなどの食細胞ー白血球は、貧食時あるいは種々の刺

激により 02や H202などの活性酸素を生成する。図 1は種々の脂肪酸によるモル

モット好中球からの 02生成のトレースを示している。好中球は、脂肪酸添加後、

ほとんど lag time無しに〈ミリスチン酸)あるいは数十秒の lag timeの後に急

激な 02生成を起こす。一方、マクロファージも同様に脂肪酸の添加により、活

性酸素を生成する (84)。図 2は、モルモッ ト 肺 マ ク ロ フ ァ ー ジ に ミ リ ス チ ン 酸

を添加したときの 02生成を示している。肺マクロファージの場合もミリスチン

酸添加によりほとんど lag time無しに 02の生成が起こる。

以上のように、好 中球 やマ クロ ファ ージは種々の刺激に応じて活性酸素を生

成するようになるが、重要な点は刺激を受けていない白血球では活性按素生成

系は 不活性であると言うことである。従って、細胞下分画において活性化した

細胞と活性化していない細胞の比較を行うことによりその活性酸素生成酵素の

局在を推定することができる。

2 )好中球の NADPH酸化 酵 素 の 細 胞 内 局 在

-10-
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Figure 1. 02-release from guinea pig PMN upon addition of fatty acid. 
MA. 110μM myristic acid; OA. 25μM oleic acid; EA. 50μM elaidic 
acid. The assay method is described in "MATERIALS AND METHODS". 
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Figure 2. 02-release from alveolar macrophages upon addition of myris-

tate. Reaction mixture contained 3 x 106 cells， 5 mM glucose， and 50μM 
cytochrome c in 1.6 ml of Ca2+-free KRP. 
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好中球 の活 性酸素生成系である NADPH酸 化 酵 素 の 局 在 に つ い て 、 古 く か ら い く

つかの説が唱えられてきた (9.11.12)。 この細胞内局在に関する諸説の不一致は、

上記し た細胞下レベルでの活性酸素測定の問題ばかりでなく、本酵素が非常に

不安定であることと、好中球が他の細胞に比べて壊しにくくまたその細胞内オ

ル ガネラが凝集しや す い 細 胞 (87)であるためと考えられる。この細胞内オルガ

ネラの凝集は、種々のイオンによって引き起こされると考えられるので、好中

球 を活性化後素早く反応液と分離する必要がある。このために、活性化した好

中球懸濁液をシリコンオイルに重層して遠心を行い反応液とすばやく分離する

こととし、さらに媒体として Percollを用いた等浸透圧密度勾配 (88)にて細胞内

オルガネラを分画した。

図 3は、モルモット腹腔好中球を HEPES緩衝液系を用いた Percoll密 度 勾 配 遠

心法に よ り 分 画 した結果を示している。 ミリスチン酸で活性化した好中球の O長

生成活性は比重約1.05付 近 に 単 一 ピ ー クとして認められた。このピークと、細

胞膜指 標 酵 素 の 5・-nucleotidaseのマ ーカーのピークはよく一致していた。一方、

ミクロゾームの指標酵素であるが ucose-6-phosphataseは 二 相 性 の ピ ー ク を 示 し

重 い方のピークは NADPH酸化酵素と一致した。アズール頼粒や特殊頼粒の指標酵

素である myeloperoxidaseや lysozyme活性は、密度勾配の最も重い分画に見いだ

された。 ヒト好中球の細胞膜指標酵素として用いられている alkalinephos-

phataseは、 2相性の分布を示した。軽い方の alkaline phosphataseのピークは

細胞膜指標酵素のピ ー ク と 一 致 し た が 、比重の重い alkaline phosphataseのピ

ークは頼粒分画の指標酵素のピークと一致していた。一方、活性化していない

細胞からの分画では、 02生成活性は全分画に渡って非常に低い活性しか認めら

れなかっ た が 、 それ以外の指標酵素については活性化した場合と同様の分画ノf

ターンを示した。

図 4は、図 3と同様にモルモット腹腔好中球を、 Tris緩 衝 液 系 の Percoll密度

勾配遠心 法にて分画した結果を示している 。 ミリスチン酸で活性化した好中球

も、対照の活性化していない好中球も図 3 と同様のパターンを示すが、 a1 k a-

1 ine phosphataseの分画パターンのみが HEPES緩衝液を用いた場合と異なってい

た。すなわち、 alkaline phosphataseの重い方のピークは頼粒分画と一致して

いたが、軽いピークは細胞膜指標酵素のピークよりさらに重い比重の分画に回
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Figure 3. Distribution of enzyme activities in guinea pig PMN frac-

tionated by Percoll density gradient centrifugation using HEPES buffer. 

Postnuclear supernatant of PMN homogenate was applied to Percoll density 

gradient (0 to 50% Percoll) containing 0.34M sucrose and 10 mM HEPES 

buffer (pH 7.4) and centrifuged at 12，000 rpm for 60 min (Beckman SW27 

rotor). Histograms show the relative values of each fraction from either 

myristate-activated (open area) or resting (hatched area) PMN. The frac-

tions from the top to the bottom are represented from left to right in 

the figure. Enzymatic activity assays are described in "MATERIALS AND 

METHODS". This figure shows one of four experiments. Densi ty was deter-

mined by using marker beads purchased from Pharmacia Fine Chem. Co.， Lon-

don. 
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Figure 4. Distribution of enzyme activities in guinea pig PMN frac-
tionated by Percoll density gradient centrifugation using Tris-HCl 
buffer. Postnuclear supernatant of PMN homogenate was applied to Percoll 
density gradient (0 to 50% Percoll) containing 0.34M sucrose and 10 mM 
Tris-HCl buffer (pH 7.4) and centrifuged at 12，000 rpm for 60皿in
(Beckman SW27 rotor). Other experimental procedures were as in Fig. 3. 
The graph shows one of seven experiments. 
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収された。 したがって、モルモット好中球の場合は、 alkalinephosphataseは

細胞膜指標酵素としては不適当であることが示唆された。

図 5 は、図 4 の A ， B ， C の各分画を集め、その超薄切片を電子顕微鏡で観

察 した結果である。分画 Aは、ほとんど小胞状の膜構造のみが観察され生化学

的な結果とよく一 致していた。分画 Cには、濃染される頼粒と薄く染色される

2種類の頼粒が含ま れ て い た 。 こ れ ら の 、 2種類の頼粒は、それぞれアズール

頼粒および特殊頼粒と考えられるロ一方、 分 画 Bは膜と頼粒が混在しており、

お そらく膜と頼粒の 凝 集 し た 分 画 と 考 え られる。

これらの結果より、 NADPH酸化 酵素 は細胞膜に局在することが示唆されたので、

この 0長生成活性のピークを集め各々の指標酵素の比活性を比較した。表 1はミ

リスチン 酸で 活性化した好中球の膜分画と細胞での各指標酵素の比活性をまと

めた結果であるが、 02生成活性と 5・-nucleotidase活性はそれぞれ 5. 8倍と 3.9倍

に比活性 が 増 加 し ていた。一方、 ミクロゾームの指標酵素である Glucose-o-

phosphatase活性は、 2.5倍増加していた。 lysozymeおよび myeloperoxidsaeの比

活性は、それぞれ約 5分 の 1および約 20分の lに低下していた。

一方、同様の分画を BeckmanTi 14 Zonal rotor を用いて分画を行い、得ら

れた膜 分画と細胞との指標酵素の比活性を比較した結果を表 2に示す。 ZonaI

rotorを用いた場合も分画パターンに大き な変化はないが、膜分画の比活性は水

平 rotorを用いた場合より高くなった。すなわち、 5'-nucleot idaseの比活性は

約 12倍上昇しており、また 02生成活性も 12倍に上昇していた。一方、 ミクロゾ

ー ム の 指標酵素である NADPH-cytochromec reductase、活性はわずかに 2.5倍上昇

していただけであった口 lysozymeの 比活性は、約 10分の 1にまで低下していた。

以上の結果より、 NADPH酸化酵素は好中球の細胞膜に局在していると結論した。

3 )マクロファージの NADPH酸化酵素の細胞 内 局 在 に つ い て

マクロファージは、好中球と同じく活性酸素生成能を持つが、その細胞内構

造は大きく異なっていることが知られている。すなわち、好中球はミトコンド

リアやミクロゾーム 含 量 が 非 常 に 少 な く、むしろ複数の頼粒が発達した細胞で

あるが、 マクロファージは他の細胞同様ミトコンドリアやミクロゾームの発達

し た細胞 で あ る 。そこで、モルモット肺マクロファージの NADPH酸化酵素の細胞
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Figure 5. Electron microscopic studies of the fractions isolated by Per-

coll density gradient centrifugation using Tris-HCl buffer (pH 7.4). 

Figures a， b， c are of fractions A， B， C in Fig. 4. 
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Table 1. Specific activities of marker enzymes in fraction 
A and in whole cells. Cells were activated with myristate 
and fractionated by Percoll density gradient centrifugation 
using Tris-HCl buffer， pH 7.4. For the enzyme assays see 
"Materials and Methods". Results are expressed as means :t s. E. 

Fraction Aa Whole cells 

02-generation 19.9 :t 0.5 3.38 :t 0.82 
(nmol/min/mg protein) 
5'-Nucleotidase 3.35 :t 0.45 0.90 :t 0.16 
(μmol/15min/皿gprotein) 

Peroxidase 0.052土 0.015 0.97 :t 0.09 
(μmol/min/mg protein) 
Glucose-6-phosphatase 1.50:t 0.30 0.59土 0.18
(μ 皿ol/30min/皿gprotein) 
Alkaline phosphatase 17.2土 8.9 18.6 :t 2.9 
(μ 皿ol/h/mgprotein) 
Lysozyme 6.98 :t 3.40 31. 9土 2.9
(unit/mg protein) 

a: Fraction A: the peak fraction of 02-generating 
activity in Fig. 4. 
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Tabel 2. Specific activities of marker enzymes in the plasma 

membrane fraction and in whole cells. 

。2-generation 5'-nucleotidase NADPH-cytochrome lysozyme 

c reductase 

(nmol!min/mg 

protein) 

Whole cells 

Plasma 

membranes 

2.45 

30.2 

(μmol/15min/ (nmol/min/mg 

mg protein protein) 

0.9 1. 07 

11. 2 2.50 

(uni t/mg 

protein) 

31. 9 

3.49 

Cells were activated with myristate and fractionated by Percoll 

density-gradient centrifugation. For the assay of 02-generating 

activity， the assay mixture contained 15μM acetylated cytochrome c， 

5μg/ml catalase， 0.1 mM NADPH and an aliquot of sample in 0.17 M 

sucrose/65 mM Na-K-phosphate buffer (pH 7.0). For the other enzyme 

assays see >>Materials and Methods>>. 
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内局在について検 討してみた。

図 6は 、 モ ル モット肺マクロファージをミリスチン酸で活性化したのち、

Percoll密 度 勾 配 遠心で分画を行った結果を示している。 NADPH酸化酵素活性は、

c CPを用いた H20 2生成活性にて測定した。 ミリスチン酸で活性化したマクロファ

ージでは、 H202生成活性は、比重1.04付 近の非常に軽い分画に単一ピークとし

て認められ、膜指標酵素の 5'-nucleotidase‘活性のピークと一致していた。一方、

ミクロゾーム指標酵素である NADPH-cytochrome c reductase活性のピークは、

膜指標酵素のピークよりわずかに軽い分画に回収されるものの、ほぼ膜指標酵

素と同一比重位置に 回 収 さ れ た 。 NADPH酸化酵素の活性基の 1っと考えられてい

るチトクローム bs5:3は H202生成活性と同一ピークに回収された。 ライソゾーム

の指標酵素である lysozymeは最も重い分画に回収された。一方、 ミトコンドリ

アの指標酵素である cytochrome c oxidaseは 2つのピークに分画されたが、軽

い比 重のどクも膜指標酵素のピークとは明らかに異なっていた。

活性化していないマクロファージの分画では、 H202生成活性がほとんど認め

られないこと、 cytochrome c oxidase活性が比較的重い分画に単一ピークとし

て回収されることを除いて、他の指標酵素については活性化した場合とほぼ同

様の分画 パ タ ー ン を示した。 ミ リ ス チ ン酸で活性化したマクロファージ分画で

は cytochrome c oxidaseが 2相性の分画ノTターンを示したが、おそらくミリス

チン酸がミトコンドリアに結合しその比 重を変化させたためと考えられる。

表 3は、 ミリスチン酸で活性化した細胞と活性化していない細胞の細胞膜分

画の各指標酵素の比活性を細胞での値と比較した結果である。 ミリスチン酸で

活性化した場合、細胞膜分画の H202生成活性および 5'-nucleotidasei活性は細胞

レベルに比較して約 10倍ほど上昇していた。 これに比べミクロゾーム指標酵素

の比活性の上昇は、約 4倍と H202生成活性の上昇に比較してわずかな値であっ

た。一方、 cytochrome c oxidaseの比活性は約 11分の lに減少していた。 この表

には示さなかったが、 lysozymeの比活性も約 20分の 1に減少していた。活性化し

ていない場合も、 H202生成活性を除いて細胞膜での各指標酵素の比活性の上昇

は非常に近い値を示 していた。

図 7は、活性化および非活性化マクロファージの細胞膜分画での H202生成活

性の NADPHに対する Lineweaver-Burkプロットを求めた結果である。活性化した

ー20-



HZOl Generaling Activity Cytochrome b~~ ・

3 

4 

S'-Nucleotidase CytochrCSme c Reductase 

2 

01"""向 。oodolJ......_九一一ー一一ー

4 

3 

0

4

 

ωコ
-
悶
〉
@
〉

Z
伺

-
ω
E

Lysozyme Cytochrome c Oxldase 

lactat・Dehydrogenase 1.14 

3 

2 

がr.九九竺...~!.1\.Q{
01 WW~W 

2 

0
 

3
 

1
 〉

--ωco口

。 …………… 02 

Relative Volume 

Figure 6. Distribution of enzyme activities in guinea pig alveolar macro-

phages. Graphs are the normalized distribution patterns of alveolar mac-

rophages as a function of the volume collected. Radial distance in-

creases from left to right. The ordinate is the concentration in the 

fraction relative to the concentration corresponding to a uniform dis-

tribution throughout the gradient. Closed and open circles show the dis-

tribution of enzymes from myristic acid-activated and unactivated al-

veolar macrophages， respectively. 
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Table 3. Specific contents of markers in plasma membranes from guinea 

pig alveolar macrophages. 

Myristic acid-

activated 

Cell homogenates 

Plasma membranes 

Resting cells 

Cell homogenates 

Plasma membranes 

NADPH-cytochrome 

c reductase 

(nmol/min/皿g

protein) 

33 :t 8 

134 :t 28 

38 :t 6 

145 :t 15 

H202-generating 

activity 

(μmol/min/mg 

protein) 

0.11 :t 0.03 

1.2 :t 0.34 

0.005 :t 0.002 

0.021土 0.01

Cytochrome c 

oxidase 

(n 皿ol/min/mg

protein) 

31. 2土 8.4

2.8:t 0.7 

28. 0 :t 3.2 

1.4 :t 0.6 

5'-Nucleotidase 

activity 

(μ 皿ol/min/mg

protein) 

{ト'.81:t 0.11 

8.3 :t 1. 8 

0.77土 0.06

7.9 :t 0.32 

Numbers are means土 S.D. from three experiments. 
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(pmol/皿g

protein) 

0.079 土 0.014

0.78 :t 0.12 

0.076土 0.011

0.77 :t 0.15 
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Figure 7. The rate of H202 production by plasma membranes of both ac-
tivated and unactivated alveolar macrophages plotted against the NADPH 
concentration added. The reaction mixture is as in "MATERIALS AND 
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場合そ のわ02生成の最大活性は、 O.42から O.93μmol/min/mg蛋白に対して活性

化してい な い 場 合 O.01 2 から O.0 23μmol/min/mg蛋白であった。 また、その

NADPHに対する Kmはそれぞれ 35.0:!::5.3μM(平均値士 s.D.， n=O および 50.5:!:: 

7.8 (n=O であり、好中球の報告(16，58)と非常に近い値が得られた。

4) NADPH酸化酵素の NADPH結合部位について

Briggs等は 、好中球の O2生 成 酵 素 は NADHを基質とし、また細胞外より与えた

NADHを酸化し得ると報告している(9)。 これが事実であるとすると、好中球の活

性酸素生成系の基質結合部位は細胞膜の外にも局在すると考えられる。そこで

白血球の基質結合部 位の 局在 につ いて 、 NADHやATPなどの立体構造類似体である

Cibacron Blue F3GA を用いて検討してみた。図 8は、 ミリスチン酸で活性化し

たモルモット好中球の細胞膜分画の NADPH酸化酵素に対する Cibacron Blue 

F3GAの影響をみた結果である。 この 色 素は、非常に低濃度で O五生成活性を阻害

し、約 10μMでは 90%程阻害した。 この阻害形式について明らかにするために、

Lineweaver-Burkプロットを取ってみた。図 9に示すように Cibacron Blue 

F3GAは典型的な措抗阻害を示し、 Kiは約 0.8μMと非常に低いことが明らかとな

った。従って、 この色素は NADPH酸化酵素の NADPHとの反応部位に強固に結合す

ることが明らかとなった。次に、本色素の細胞レベルでの必生成活性に及ぼす

影響について 検 討 した。図 1 0に示すように、 Cibacron Blue F3GAはミリスチ

ン酸や PMAなどによって引き起こされる細胞レベルでの 02生成活性に対しては全

く阻害を示さなかった。以上の結果より、好中球 NADPH酸化酵素の NADPH結合部

位 は細胞膜裏側に位置すると結論した(6 5)。

5 )NADPH酸化酵素の 2価イオン要求性につ い て

複数の研究者により NADPH酸化酵素の 2価イオン要求性について報告されてお

り、 Mgイオン、 Caイオン等の要求性が論 議されてきたが、非常に cr ud eな分画を

用いており相反する結果が得られている (89-91)。そこで、 Percoll密度勾配遠

心 法で分離した細胞膜 分 画 を 用 い て NADPH酸化酵素の 2価イオン要求性について

検討した。 ミリスチン酸で活性化したモルモット好中球から細胞膜を分離し

T r i sーショ糖液で十分に洗浄し、種々の 2価イオンあるいはそのキレータ一存在
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Figure 8. Effect of Cibacron Blue F3GA (CB-F3GA) on 02-generation by 

plasma回embrane-boundNADPH oxidase. Plasma membranes were isolated from 

MA-activated PMN by Percoll density gradient centrifugation. The assay 

mixture contained 41μg/ml protein of plasma membranes， 15μM acetylated 

cytochrome c， 5μg/ml catalase， 0.1 mM NADPH， 0.17 M sucrose and various 

concentrations of CB-F3GA in 65 mM sodium potassium phosphate buffer， pH 

7.0. The reaction was started by addition of NADPH. 
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Figure 9. Inhibition by CB-F3GA of 02-generation by plasma membrane-

bound NADPH oxidase. The assay mixture was as for Fig. 8， except that 69 

μg/ml protein of plasma membranes was used. The concentrations of CB-

F3GA used were as follows: a， 0; b， 1.2μM; c， 2.5μM; d， 4.0μM. The 

inset is a replot of the apparent Km at various CB-F3GA concentrations. 
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Figure 10. Effect of CB-F3GA on the 02-generation by activated cells. 

The assay mixture contained 4 x 106 cells. 15μM cytochrome c. 5μg/ml 

catalase. 5 mM glucose and various amounts of CB-F3GA in 1. 6 ml of HEPES 

buffer saline. PMN were activated by myristate (MA) (110nmol/107 cells) 

or phorbol myristate acetate (PMA) (0.1μg/1. 6 ml) 
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下での NADPH酸化酵素活性をわ02生成活性で調べた。表 4Iこ示すように、 Mgイオ

ンはその活性を 73%も増加させた。 しかし、 Caイオンの添加によってはその活

性は殆ど変化しなかった。一方、 Znイオンの添加は、 H202生 成 活 性 を 顕 著 に 低

下させた。比較的 Mgイオンに特異性の高 いキレーターである EDTAは、 NADPH酸化

酵 素活性を顕著に低下させた。興味あることに、 Znや Caイオン lこ特異性の高い

EGTAはむしろ H202生成 活 性 を 上 昇 さ せ た。また結果としては示さなかったが、

cytochrorne cを用いて 02生成活性で測定した場合も同様の結果が得られた。以

上の結果は、 NADPH酸化酵素がその至適な活性に Mgイオンを要求することを示唆

している。そこで、 Mgイオン濃度を変化させたときの 02生成活性を調べてみた。

図 1 1に示すように、 02生成活性は低濃度の Mgイオンの添加により上昇し 40-

50μMのMgイオン添加によりその活性の上昇はプラトーに達した。 この Mgイオ

ンの活性上昇作用を詳しく検討するために、 Mgイオン存在下或は非存在下での

NADPH酸化酵素活性を H202生成活性で比較してみた。図 1 2に示すように、 Mgイ

オ ンの添加により NADPHIこ対する Krnは40から 25μMに低下し、 Vrnaxは1.5倍増加

した。 したがって、 Mgイオンは NADPH酸 化酵素の基質結合及び代謝活性の両方

を活性化するものと考えらる。一方、 Znイオンによる NADPH酸化酵素の阻害と

EGTAに よる活性化の機構については不明であるが、 Na，K-ATPase活 性 が EGTAによ

って活性化されその活性化は Znイ オ ン をキレートするためとの報告(75，92)もあ

り膜酵素に特有な現象である可能性が考え ら れ る 。

6 )チトクローム bちら gの細胞内局在

NADPH酸 化酵 素の活性基としてフラピンやチトクローム b55Sが提唱されている。

このへム蛋白が活性化にともない頼粒から細胞膜 lこ移行することにより、 NADP

H酸化酵素 が活 性化されると言う移行説が唱 え ら れ て い る (50-53)。 このチトク

ローム bss 8移行説は、好中球破砕液の核 を除いた上清を密度勾配遠心で分画し

た結 果から導かれたものであるが、先にも述べたように、好中球は非常に壊れ

にくくま たその細胞内オルガネラは種々の塩の存在で凝集を起こしやすい。そ

こで、 チトクローム b552の細胞内局在について上記の Percol1密度勾配遠心法を

用いて検討した。

図 13は、ブタ 好中球をミリスチン酸で活性化し、活性化していない細胞を
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Table 4. The effect of divalent cations and its chelators 

on the NADPH oxidase in the plasma membrane fraction. 

Control 

MgC12 0.15 mM 

1. 50 mM 

CaC12 O. 15皿M

1. 50.'mM 。
ZnC12 0.15 mM 

1. 50 mM 

EDTA O. 15 mM 

1. 50 mM 

EGTA 0.15 mM 

1. 50 mM 

H202 generating activity Percent of control 

(nmollmin) 

1. 42 100 

2.45 173 

2.45 173 

1. 38 97 

1. 34 95 

0.82 58 

0.67 47 

O. 32 23 

0.40 28 

2. 15 151 

1. 96 138 

The reaction mixture contained 51μg/ml protein of plasma 

membranes， 5μM CCP and O. 1 mM NADPH in the same sucrose 

buffer as described for the 02-assay. 
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Figure 11. The NADPH-dependent 02- generation by the plasma membrane-

bound oxidase under various Mg2+ concentrations. The assay mixture is as 

for Table 4. except that 28.8μg/ml protein of plasma membranes was used. 
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Figure 12. Lineweaver-Burk plots of H202 generation by
 the plasma 

membrane-bound oxidase as a function of NADPH concentration in the 

presence (closed circle) and absence (open circle) of Mg2+. The assay 

mixture contained 51μg/ml protein of plasma 皿embranes， 5μM  CCP and 

various amounts of NADPH in sucrose buffer with 
of without 0.25 mM Mg2+. 
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対照として Zonal rotorを用いた Percoll密度勾配遠心法による分画を行った結

果である。 ミリスチン酸で活性化したブタ好中球の 02生成活性は、比重1.05-

1. 06付近に単一ピークとして認められた。それに対して、活性化していない好

中球から得た分画 では殆ど活性は認められなかった。細胞膜指標酵素である Na

. K-ATPase活性のピークは、 ミリスチン酸で活性化した細胞の 02生 成 活 性 の ピ ー

クと一致していた。 さらに、チトクロー ム b558は活性化した場合も活性化しな

い場合も、主ピークはこの細胞膜指標酵素のピークと一致し、密度勾配の最も

重い比重の分画に小さなピークが認められた。 ミクロゾームの指標酵素である

NADPH-cytochrome c reductaseは、 2相↑生のピークを示したが両ピークとも細

胞膜指標酵素のピークとは異なっていた。特殊頼粒の指標蛋白である vitamine

B 12 -結 合蛋白やアズール頼粒の指標酵素で ある myeloperoxidaseは、密度勾配の

もっとも重い部分に局在していた。以上の結果より、チトクローム b558は細胞

内頼粒と細胞膜の両オルガネラに存在するものの好中球の活性化前後でその分

布に大きな変化はないと考えられる。そこで、この組胞膜指標酵素のピークの

分画を集め細胞の比活性と比較してみた。表 5に示すように、 O2生成活性はミ

リスチン酸で活性化 した 細胞 から 得た 細胞膜では比活性が約 20倍ほど増加して

いた。 Na.K-ATPaseは 、 活 性 化 及 び 比 活 性化細胞より得た両細胞膜とも顕著な比

活性の増加を示し、その増加率はそれぞれ 29.2及び 32.2倍であった。一方、チ

トクローム b558の比活性の増加は両細胞 膜とも 10倍ほどであり、特に強調して

おかなけれなならないことは、活性化及び非活性化細胞ともその細胞膜での比

含量に大きな変化はなく、むしろ非活性化細胞の方がわずかに高い比含量を示

した。そして、 2つ の 頼 粒 蛋 白 は 顕 著 な低下を示した。興味あることに、白血

球の細胞 膜 分 画 のフラビンは殆どが非共有型であり、かっその 90%以上が FAD蛋

白であった が 、 細胞膜におけるこの FAD/チトクローム b558比は 1/8.9 と非常

に離れていた。このことは、 もし NADPH酸化酵素の活性基がフラピンとチトクロ

ーム b558から構成されるとすると重要な意味を持っと考えられる(このチトク

ローム b558とフ ラピン量の比率については次章で考察する)。
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Figure 13. Distribution of enzyme activities in porcine neutrophils frac-

tionated by Percoll densi ty gradient centrifugation. Graphs are normal-

ized distribution patterns of neutrophils as a function of the volume 

collected. Radial distance increases from left to right. The ordinate is 

the concentration in the fraction relative to the concentration cor-

responding to a uniform distribution throughout the gradient. Postnuclear 

supernatants of neutrophil homogenate were applied to a Percoll density 

gradient (0 to 50%) containing 0.34 M sucrose/10 mM Tris-HCl (pH 7.4)/1 

mM HMPD/0.1 mM TLCK. and 1 mM EGTA cushioned by 50完 sucrose. and 

centrifuged at 20.000 rpm for 60 min (Beckman Ti-14 Zonal rotor). Closed 

and open circles show the distribution of enzymes from MA-activated and 

resting neutrophils. respectively. Enzyme assays are described in 

"MATERIALS AND METHODS". Density was determined pycnometrically. 
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Table 5. Specific contents of markers in plasma membranes from 
neutrophils. 
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考 察

1) NADPH酸化酵素の細胞内局在

古くから NADPH酸化酵素の細胞内局在に ついて、細胞質説、頼粒説(ライソゾ

ーム説〉、細胞膜説等が提唱されていた (9，11.13)。これらの報告では、密度勾

配遠心の媒体としてはショ糖が用いられていた。しかし、高密度のショ糖は粘

性が高いばかりでなく、その高い浸透圧のために各オルガネラの水分が失われ

退縮し本来の比重と異なる分画に回収さ hることなどより、各オルガネラの分

離が不十分なこともある。また、好中球 の細胞内オルガネラは凝集しやすいこ

と が知られており、 特 に NaClや KClなどの 1価イオンがオルガネラの凝集を引き

起 こすことが報告され て い る (87)。そこで本研究では、密度勾配遠心の媒体と

してシリカ t'ル粒子をポリビニールピロリドンで皮膜した Percollを用いて分画

を行った。 Percollは 、 ほ と ん ど 浸 透 圧 をもたず幅広い範囲にわたって等浸透圧

の密度勾 配 を 形 成 することができ、かっ粘性も非常に低い。また、 シリコンオ

イルを用いて白血球を浮遊液からすばやく分離し、浮遊液中のイオンや活性化

剤を除き、細胞内オルガネラの凝集を防いだ。

ブタおよびモルモットの活性化した好中 球 を Percoll密度 勾配 遠心 にて 分画 す

ると、その OS生成活性は細胞膜指標酵素と同ーの挙動を示した。一方、活性化

していない細胞を Percoll密度勾配で分画した場合は全分画に渡って非常に低い

O E生成活性しか認め られなかった。さらに、活性化した好中球から得た細胞膜

分画 の 02生成活性と 細 胞 膜 指 標 酵 素 の 比 活性は、顕著に上昇していた。一方、

ミクロゾームの指標 酵 素 で あ る Glucose-6-phosphataseや NADPH cytochrome c 

reductaseの比活性も細胞膜分画で上昇しているが、分画ノf ターンは 2相性のピ

ークを示した。また、アズール頼粒や特殊頼粒の指標酵素の比活性はむしろ顕

著に低下していた。 したがって、好中球 の NADPH酸化酵素は細胞膜に局在するも

のと結論した D

一方、 ミ リ ス チン酸で活性化したモルモ ッ ト 肺 マ ク ロ フ ァ ー ジ を Percoll密度

勾配遠心 法 に て 分 画した場合、その H202生成活性で測定した NADPH酸化酵素活性

は 好 中球同様軽い比重の分画に単一ピークとして回収された。また、細胞膜指

E
d
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標酵素である 5'-nucleotidaseのピークはこの H202生成活性のピークと一致して

いた。 ミクロゾームの指標酵素のピークは H202生成ピークとほぼ同一ピークを

示し 、好中球のような 2相性にはならなかった。一方、 ミトコンドリアやリソ

ゾームの指標酵素のピークは H202生成活性のピークとは大きく異なり、また細

胞膜分画での比活性もむしろ低下していた。一方、膜分画のミクロゾームの比

活性の上昇は 4倍ほどであるのに対して、 H202生成活性および 5'-nucleotidas 

e活性は約 1 0倍ほど上昇しており、マ クロファージの NADPH酸 化酵 素も 細胞 膜

に局在するものと考えられる。

マクロファージの NADPH酸化酵素につい支報告されている NAPDHに対する Kmの

値は非常に異なっている (93-95)。 これらの不一致の要因としては、 ミクロゾー

ムやミトコンドリアなどが混在した分画を用いて測定しているためにこれらの

電子伝達系からの活性酸素生成も測定し て し ま う こ と (61.62)、 さらに多くの場

合 NADP H酸化ー酵素活性を cytochrome cを用いた 02生成活性にて測定しているが、

これら の電 子伝 達系が酵素的に cytochrome cを酸化・還元し(9 6 )測定が妨げら

れ るためと考えられる。本研究では、 Percoll密度勾配遠心法により調製した細

胞膜分画を用いて、 CCP法により H202生成活性を測定し NADPH酸化酵素の NADPHに

対する Kmを求めたところ、約 35μMと好中球での報告に非常に近い値が得られた。

従って 、マクロファージの NADP H酸化酵素 の 酵 素 的 な 性 質 は 好 中 球 と 変 わ ら な い

ものと考えられる。

2 )チトクローム b558の細胞内局在について

NADPH酸化酵素の活 性 基 の 1っと考えられているチトクローム b558は、細胞膜

ばかりでなく頼粒分画 にも 局在 する ことが報告されているが、 この頼粒分画に

存 在 するチトクローム bS58が活性化の過程で細胞膜に移行することが複数のグ

ループより報告されている (50-53)。 さらに、 Schneiderらはこのチトクローム

bS58の移行そのも の が 活 性 化 に 関 与 す ると考えている。本研究では、ブタ好中

球のチト ク ロ ー ム b558の局在を Zonal rotorを用いて Percoll密度勾配遠心法に

て 検討したが、活 性 化 し た 細 胞 も し て いない細胞も 2相性の分布を示し、主ピ

ークは細胞膜指標酵素のピークと一致した。 また、細胞膜分画へのチトクロー

ム b558の回収率も活性化した細胞としない細胞で有意差は認められなかった。
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従って、少なくとも 30秒間の活性化では、チトクローム b55Bの細胞膜への移

行は起こらないと考えられ、 Schneiderら が提唱しているチトクローム b558の細

胞膜への 移 行 が NADPH酸化酵素の活性化に必須であるとする説とは矛盾する。

方、結果としては示さなかったがより長時 間 ミ リ ス チ ン 酸 で 活 性 化 し た 場 合 (

3分間と 10分間)、比重1.05の細胞膜分画のピークは非常に小さくなり、よ

り重い比重の細胞膜と頼粒の混在している分画に主ピークが認められるように

なる。 このことは、長時間の活性化した細 胞 か ら の 分 画 で は 、 細 胞 内 オ ル ヵ ー ネ

ラの凝集が起こりやすくなることを示唆している。一方、活性化にともなって

チトクローム b558が細胞膜に移行するとり説を提唱している Borregaard等 (50 

)は、高濃度の KClや NaCl存在下で密度勾配 遠心を行っている。 しかし、 Cohn等

はこ の様な塩の存在下では好中球の細胞内器官が凝集を起こしやすいことを報

告している(8 7)。従って、 Borregaard等の報告においてチトクローム b，)58の密

度勾配遠心法で分布が 活 性 化 し た 細 胞 と していない細胞で異なっていたのは、

上記の塩の存在が大 きく影響している可能性もある。

3 )好中球細胞膜の NADPH酸化酵素の諸性質 に つ い て

2価イオンの NADPH酸化酵素活性に及ぼす影響について、細胞膜分画を用いて

検討した。細胞膜分画の 02や H202生成活性は、比較的低濃度の Mgイオンによっ

て昂 進し、しかも EDTA の 添 加 に よ り 顕 著に阻害された。また、 Lineweaver-

Burkプ ロットによる解析より Mgイオンは NADP H酸化酵素の基質結合性及びその反

応性の両方を促進していると考えられる。 しかし、 この細胞膜分画の 08や H202

生成活性 に対して Caイオンの促進効果は認められなかった。 Green等 (97)は、組

膜分画の Triton-XI00可溶化分画を用いて、 OE生成活性が Caイオンにより促進さ

れ る と 報告しているが 、 こ の Caイオンの促進効果は Caイオンと detergentの相互

作用による可能性がある。なぜならば、洗浄した細胞膜分画でも Caイオンの効

果 が認め ら れ な い ばかりでなく高濃度の EGTAを添加した場合むしろ 02や H202生

成活性を顕著に増加 さ せ た こ と か ら 、 細 胞膜分画の NADPH酸化酵素は Caイオン

非要求性であると考えられる。 したがって、 NADPH酸化酵素はその至適活性に

Mgイオンを要求し Caイオンは要求しないも の と 結 論 さ れ た 。 一 方 、 EGTAの促進

作 用はおそらく Znイオンをキレートするためと考えられるが、その機構につい
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ては不明である。 このことは、白血球が他の 細 胞 に 比 較 し て 非 常 に 大 量 の Znイ

オンを含むことと 考 え 合 わ せ る と 興 味 深い(9 8)。

好中球の NADPH酸化酵素は、細胞膜に存在すると考えられるが、その細胞膜で

のtopologyについてはいくつかの仮説がある。 Karnovskyのグ ルー プ(9 )はー

彼らは NADH酸 化酵素説を取っていたがー そ の 基 質 結 合 部 位 が 細 胞 膜 外 側 に も

存在すると考えられるデータを報告していた。 しかし、 Cibacron Blue F3GA は

NADPH酸化 酵 素 に対して措抗阻害を示すにもかかわらず、細胞レベルでの O五生

成活性は全く阻害しなかった。従って、 NADPH酸化酵素の基質結合部位は細胞膜

裏側に位置していると考えられる。一方、 Kakinuma等(9 9 )によって NADPH酸化酵

素によって生成される活性酸素は細胞膜の外側にのみ生成されることが明らか

にされており、 NADP Hからの電子の流れは細胞の中から外へ一方向に流れると考

えられる(図 14 )。また、 Wilsonらは Cibacron Blue F3GAにより阻害される

ヌクレオチド要求酵素を分類し、その Kiが --0.1 - 1.0μMの酵素は dinucleo-

tide foldを持つが 10μM以上の Kiの酵素 は dinucleotide foldを持たないとして

いる(100)。彼らの分類に従えば白血球の NADPH酸化酵素も dinucleotide foldを

持つものと考えられる。
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〆トむ Inhibition 

Figure 14. A model of the NADPH binding site of the 02-generating enzy皿e

on the PMN plasma membrane. CB-F3GA， which does not penetrate the plasma 

membranes， cannot inhibit 02-generation by intact PMN， but it competi-

tively inhibited 02-generation by the NADPH oxidase， probably because it 

bound to the NADPH binding site on inside-out vesicles of plasma 

membrane. Therefore， the NADPH binding site of this enzyme is probably 

located on the inner surface of the plasma membrane. 
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第 2章 NADPH酸化酵素の可溶化とその

部分精製

白血球の NADPH酸化酵素は、複数の活性 基より構成される電子伝達系と考えら

れており、以下の ように NADPHを基質として酸素をー電子還元しスーパーオキサ

イドラジカル(02) を生成する膜酵素系であり、その活性基としてはフラビ

NADPH、 r

Iflavin →チトクローム b55 81 

NADP+ J NADPH酸化酵素 、O-

ン蛋白(6 3 )とチトクローム b558(19， 20)などが想定されている。 1980年代に入っ

て から、種々の界面 活 性 剤 等 を 用 い て 、 NADPH酸化酵素の可溶化、あるいは可溶

化した NADPH酸化酵素の部分精製が試みられるようになった (63，101-104)。 しか

し、 NADPH酸化酵素は非常に不安定であり、未だ本酵素の完全な精製の報告例は

ない。 可溶化標品あるいは部分精製標品を用いて、その酵素化学的性質等の検

討が行われてきた。特に、その活性基と想定されているフラビン含量とチトク

ローム b558含量 比についても種々の異なる値が報告されている。フラビン蛋白

質とチトクローム b558が NADPH酸化酵素を構成しているとすると、その比は NA

DPH酸化酵素の電子 の流 れあ るい は細 胞膜上におけるフラピン蛋白質とチトクロ

ーム b558の 立 体 配位を考察する上で非常に重要な意味を持つ。一方 Schneiderら

は、 NADPH酸化酵素はフラピン蛋白質やチトクローム b558の他にユビキノンを活

性 基として持つと報告している (51.52)。 しかし、チトクローム b558以外のフラ

ビン蛋白質やユビキノンについてはその存否も含めて不明な点が多い。

本章では、ブタ白血球からの NADPH酸化酵素の可溶化とその部分精製を試みた

結果について述べる。また、部分精製標品のチトクローム b558とフラビンの量

比に ついて検討した結果について考察する。
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材料及び方法

1) ~韮蓋

Cytochrome c 、 Phenyl-methylsulfonylfluoride(以上 Sigma) 、 NADPH、

N A DH、 ATP、 AMP、 FAD、 FMN (以上 Boehringer)、 Percoll、 Sepharose 2B、

Blue Dextran (以上 Pharmacia)、 otylglucoside(同仁化学)は各々の会社よ

り購入した。 Blue Dextranは RyanとVestlingの方法(105)にしたがい Sepharose

2 Bに結合させた。 Cytochrome c peroxidai?e (CCP) は、 Yonetani等の方法(6 5 ) 

に従ってイースト菌より抽出精製し結品化した。アセチル化 cytochrome c は、

既報に従っ て 調 製した(37)。得られたアセチル化 cytochrome cは 63-69%のアセ

チル化率であった o Deoxycholic acid (DOC) は 、 既 報 に 従 い 再 結 晶 し て 用 い た 。

Asolectin はバ自治医科大学香川教授より供与された。

2) 好中 球の調製

ブタ末梢血好中球は、ブタ血液を 10分の 1量の 3% po 1 y v i ny 1 pyr ro 1 i don e溶液

と混和し、 1時 間ほど静置したのち上清の 画 分 を 遠 心 し て 得 た (6 9)。残存してい

る赤血球は 0.2%NaClにより溶血させて除いた。また、白血球分画中のリンパ球

は比重1.077のLymphoprepT門を用いて除いた。得られた白血球分画中の好中球の

純度は、 95-98%であり、 HEPES-緩衝生理食塩水 (17mMHEPES緩衝液 (pH7.4). 

5 mM KCl 1. 2 mM MgC12を含む)に懸濁した。

3 )白血球のオルガネラの分画

白血球のオルガネラの分画は、 Percoll密度勾配遠心法により行った。白血球

を 107細胞 /mlになるように 5mMグルコー スを含む HEPES-緩衝生理食塩水に懸濁

し、 370Cにて preincubateした。 10分後にミリスチン酸を添加し、 30秒間、 370C

で好中球を活性化した。活性化後直ちに 、冷却した O.34Mショ糖溶液とシリコ

ンオイル(比重 1、02)の二重層に細胞懸濁液を重層し、 1000 x gで 3分間遠心し

て反 応液と細胞を素早く分離した。沈澱した細胞を冷却したプロテアーゼ阻害

剤を含む Tr i s-緩衝ショ糖液 (10mM Tri s-HCl (pH7. 4)、 O.25M ショ糖. 20μgj 
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ml TLCK. 2μg/mlleupeptin: 細胞破砕液)に懸濁し、 Potter型テフロンホモ

ジナイザーを用い、 1、000 r pm、 40往復して細胞を破砕した D 細胞破砕液に 1/

100量の O、1M PMSFを添加した後、 450 x g、 10分間遠心して上清を得た。上清に

1/100量の O、1MEGTAを加えた後、 0から 50%の Percollの密度勾配を含む Tris-

緩衝ショ糖液に重層し BeckmanTi14 Zonal rotorにて分画を行った。遠心後、

一定量づっ分取し、各指標酵素の活性を測定した。細胞膜は、膜指標酵素のピ

ークの分画を 165、000 x g， 60分間遠心 し て 集 め た 。 得 ら れ た 沈 澱 を 、 再 び

Tris-緩衝ショ糖液にて洗った後、適量の Tr i s-緩衝ショ糖液に懸濁して-80 ocに

保存した。

4)NADPH酸化酵素の可溶化

Percoll密度勾配遠心法により調製した細胞膜分画より NADPH酸化酵素を可溶

化した。可溶化は、非イオン性界面活性剤である octylglucosideを用いて行っ

た。細胞膜分画を 30%グリセリンを含む細 胞 破 砕 液 に 懸 濁 し 、 種 々 の 濃 度 の

octylglucosideを添加し、氷浴中で 20分間損持した。 この溶液を、 165.000 x 

gで1時間遠心して、 上 清 と 沈 澱 を 得 た 。沈澱は、上清と同容量の細胞破砕液に

再懸濁した。

5) N ADPH酸 化 酵 素 の Blue Dextran Sepharoseによる精製

上記可溶化の結果 に 基 づ き 、 細 胞 膜 30%グリセリンを含む細胞破砕液に懸濁

し(1.0-1. 5mg/m 1の膜蛋白を含む)、終濃度 1%あるいは1.5%のoctylgluco-

sideを添加し、 Oocで 20分間撹持して NADPH酸化酵素を可溶化した口 この懸濁液

を、 165，000 x g、 1時間遠心して不溶性分画を除き、上清を集めた。得られた

上清を、 2倍量の 15%グリセリン、 O.1mM EGTA、 20μg/ml asolect inを含む細

胞破砕液にて希釈し、 0.1% octylglucosideを含むこの希釈溶液で平衡化した

Blue Dextran-Sepharose 2Bカラムに重層する 。重 層後 、カ ラム を平 衡化 緩衝 液

で洗浄した後、 0.3%DOCを 含 む 上 記 希 釈液を用いて吸着した NADPH酸化酵素を溶

出した。

6) 02及び H202生 成活性の測定
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細胞膜分画の 02生成活性はアセチル化 cytochrornecを用いて行った(3 7)。基

本的な反応溶液は、 0.1 rnM NADPH， 5μg/rnl catala旬、 15μM アセチル化

cytochrorne c 、 1rnM MgC12、 0.1rnM EGTA、 O.17M ショ糖を含む 65 rnM Naートリ

ン酸緩衝液 (pH7.0) を用いた。反応は 、 一 定 量 の 組 胞 膜 分 画 を 添 加 し て 開 始

した。 H202生成活性は、 cytochrornec peroxidase (CCP) を用いて測定した

( 7 2)。反応液は、種 々の濃度の NADPH、 5μMCCP、 1rnM MgC12、 0.1 rnM EGTA、

O. 17M ショ糖液を含む 65rnM Na-K-リン酸緩衝液を用いた。活性は、 H202-CCP

複合体形 成量 を 419-408 nrnの吸光度差を経時的に測定することにより求めた。

7 )他の酵素活性及び指標蛋白の測定

Na-K-ATPase(75)活性は既報に従い測定した。遊離した無機リンは Youngburg

とYoungburgの方法にしたがって測定した。 lactatedehydrogenase活性は、

NADHの酸化李経時的に測定して求めた(77)0 NADPH cytochrorne c reductase活

性は Ornuraand Takesueの方法(78)によって測定した。 Myeloperoxidase活性は

Guaiacolの酸化反応より求めた(79)0 Vitarnine B12-binding protein はいCo

-Cyanocobalarninを用いて測定した (80)。

8 )チトクローム b558 お よびフラビン量の測定

チトクローム b558量は dithioniteによる酸化還元差スベクトルより求めた。

リモル吸光係数は EmM558-54日n日 21.6を用いた (82) 0 酸化状態の絶対スベクト

ルを dataprocessorに記憶後、少量の dithionite粉末を添加してチトクローム

b558を還元した。 dataprocessorの subtractionrnodeを用いて酸化還元差スベ

クトルを記録した。フラピン量は、 pH法に て そ の FAD、 FMN量を求めた (83，84)。

9 )蛋白定量

蛋白は、 Lowryの方法にしたがってウシ血清アルブミンを標準蛋白質として定

量した (85)。
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結 果

1) N ADPH酸化酵素の octYlp;lucosideによる可溶化

好 中球細胞膜より種々の濃度の octylglucoside(OG)を用いて NADPH酸 化 酵 素 の

可溶化を試みた。図 15は、 ミ リ ス チ ン酸で活性化したブタ好中球の細胞膜分

画 を種々 の 濃 度 の octylglucosideで可溶化したノf ターンである。可溶化分画と

不溶性分画とをあわせた全 02生成活性は、 l%octylglucosideでもっとも高くな

り、かっ 82%の02生成活性が可溶化された。 l%octylglucosideにより、 90%の

チトクローム b558と64%の FA Dが可溶化さ れた。チトクローム b5:， 8とFADの可溶

化は、1.5%octylglucosideでほぼ最高になったが、 02生成活性はむしろ1.5%

octylglucosideでは低下していた。これは、 NADPH酸化酵素の複合体の解離ある

いは脂質等の除去により失活した可能性が考えられる。

2 )NADPH酸化酵素の部分精製

先に述べたように Cibacron Blue F3GAは、 NADPH酸化酵素の措抗阻害剤である

と 考えられるのでこの色素をリガンドと したアフィニティクロマトグラフィが

考えられる。そこで、 Blue Dextran を Sepharose 2Bに結合させて NADPH酸化酵

素の精製に用いることにした。

予備試験として、 DOCを用いて NADPH酸化酵素を可溶化し、 Blue Dextran-

Sepharose 2Bによる精製を試みた。 しかし、 DOCで可溶化した NADPH酸 化 酵 素 活

性はカラムに吸着されず全て素通り分画に回収されたD おそらく、 DOCで可溶化

された NADPH酸化酵素はその DOCミセルのイオン反発力がカラムへの吸着を妨げ

ているものと考えられた。図 16は、 1% octylglucosideおよび1.5% octyl-

glucoside可溶化分画の Blue Dextran Sepharose 2Bのaffinityクロマトグラフ

ィの結果 で あ る 。 カラム溶出分画中の OE生成活性およびチトクローム bS58の含

量は、 l%octylglucosideで可溶化した分画が1.5% octylglucosideで可溶化し

た分画に比べ 3倍ほど活性および含量が高かった。素通り分画の 02生成活性は両

可溶化試料とも大き な 差 異 は 認 め ら れ な かったが、チトクローム bS5.9の含量は

むしろ1.5%octylglucoside可溶化試料の方が高い値を示した。 これらの結果は、

高濃度の octylglucosideによる NADPH酸化酵素の複合体の解離等を反映している
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Figure 15. Solubilization profile of the NADPH oxidase. The 02-gener-

ating enzyme was solubilized from the plasma membranes prepared from MA 
activated PMN as in Fig. 1. The plasma membranes were solubilized with 
various concentration of octylglucoside at O.C for 15 min. Then， the 
membrane-suspension was centrifuged at 165，000 x g for 60 皿in. The 
precipitate was suspended in the same buffer except of the absence of oc-
tylglucoside. Solubilized (closed symbol and solid line) and 
precipi tated (open symbol and dashed li ne) 02 -gener at i ng act i v ity 
(circles)， cytochrome b55S( triangles)， and FAD (squares) were determined 
as described in "MATERIALS AND METHODS". Total 02-generating activity ( 
一⑨ー isplotted as a function of solubilized plus precipitated ac-
tivity. 
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Figure 16. Affinity chromatography on Blue Dextran Sepharose 2B of NADPH 

oxidase solubilized with octylglucoside. Five ml of both 1.0克(a)-and 

1.5完 octylglucoside(b)-solubilizedfraction was diluted to 15 ml and ap-

plied to the column of Blue Dextran Sepharose 2B， which was equilibrated 

with 0.1完 octylglucosidein 10 mM Tris-HCl (pH 7.4) buffer contained 0.25 

M sucrose， 15% glycerol， 0.1 mM EGTA and 20μg/ml asolectin. After 

washing with the equilibrated buffer， the NADPH oxidase was eluted with 

the equilibration buffer contained 0.3% DOC instead of octylglucoside. 
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とも考えられる D 図 17は、活性化した細胞及び非活性化細胞より得た膜分画

を l%octylglucosideで可溶化し、 Blue Dextran Sepharoseにより精製を試みた

結果である。非活性化細胞からの分画では、チトクローム b558及び FADは活性化

し た場合とほぼ同様ののクロマトグラフ ィ ー パ タ ー ン を 示 す に も か か わ ら ず 、

02生成活性は全分 画にわたって殆ど認められなかった。図 18は、溶出分画の

酸化・還元スペク ト ル で あ る 。 酸 化 型 の絶対スベクトルは、 413nmに吸収極大が、

酸化一還元差スペクトルでは、 426、 529、 558nmに吸収極大があった。表 6は、

Blue Dextran Sepharoseの精製結果をまとめたものである。この分画は、 SDS-

PAGEによる解析から 6本の主バンドの他多くのバンドが認められ crudeな精製標

品ではあるが、 02生成活性は細胞膜分画 よ り 7.6倍上昇しており、これは細胞レ

ベルより約 150倍 ほど増加していたことになる。チトクローム b5S8は細胞膜分

画より 2.4倍増加していたが、 FAD含量は細胞膜分画に比べて殆どその含量の増

加が認められなかった。興味あることに、 FA Dとチトクローム bSS8の含量比は

約 15倍ほど離れて い た 。 ま た 、 結 果 に は示さなかったが、可溶化分画、各カラ

ムクロ マ ト グ ラ フィーのいずれの分画においても FMNの含量は FA D含量の多くと

も20分の l以下であ った。また、共有結合 をしているフラピンは検出されなかっ

Tこ。

考察

1) N ADPH酸 化 酵 素の可溶化

ブタ好中球細胞膜からの NADP H酸化酵素の可溶化は、 l%octylglucosideを用

いたとき、最も高い可溶化率が得られ(82% )、その条件下で 90%のチトクロ

ーム bc:， S8が可溶化された。 しかし、 1.5% octylglucosideではチトクローム

bSS8の 可溶化率はわずかに上昇するものの 、 NADPH酸化酵素の可溶化分画と沈澱

を合わせた総活性 はむしろ 60%に低下した。 これらの結果は、高濃度 octyl-

glucosideにより NADPH酸化酵素の複合体 の 解 離 な い し は 脂 質 の 除 去 が そ の 活 性

の低下 を も た ら したのではないかと考えられる。一方、前章で述べたようにこ

の細胞膜分画に含まれるフラビンは殆ど共有結合型は見いだせず、かっ非共有
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Figure 17. Affinity chromatography on the Blue Dextran Sepharose 2B of 
NADPH oxidase. The plasma membranes prepared from MA-acti vated (a) and 
resting (b) PMN were solubilized with 1. 0完 octylglucoside. Solubilized 
samples were fractionated as same as in Fig. 16. 

-48-

0.1 

0..1 

(
1
1
7
1
0
)
(
一εご
O
E
C
)
Q
《
比

o

ω

 

O 

0..1 

5 

0.2 

(
1
4
1
1
)
(
一E2
0
E
C
)
D
山

E
2
L
U
G
-
3

m

o

u

 

O 

G 

b 

20. 10. 15 

Fraclion Number 

0..6 

0..4 

1 0..2 

主
C 

E 

2 
3 
〉、

〉

u 
<: 0.6 

F 
司

む
C 

~ 0.4 
，('、d

O 

0..2 

O 

O 



428 

ω
 

ハUA
 

A
U
 

T
I
l
i
-
-ム

4∞ ま)()

Wavelength 

6∞ 
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spectrum (Al of eluate fraction， which contained 0.13 mg protein/ml. 

After the measurement of absolute spectrum， a few grains of di thioni te 
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Table 6. Purification of NADPH oxidase from皿yristate-activatedPMN. 

02-generating Cytochrome b FAD 
acti vi ty (nmol/mg proteinl (nmol/mg proteinl 

(μmol/min/mg proteinl 

Plasma membranes 0.74 0.71 0.10 

DOC eluate 5.60 (7.6xl 1. 70 (2.4xl 0.11(1.1xl 
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結合型フラピンの大部分は FADであった。この FADを持つフラピン蛋白質の種々

の濃度の octylglucosideによる可溶化ノT ターンは、チトクローム bS58とよく一

致していた。 この ことは、チトクローム b5:. 8とフラピン蛋白質の複合体が NADP

H酸化酵 素 を 構 成 しているとする考えに矛盾しない結果と思われる。

2 )NADPH酸化酵素の部分精製

ブタ好中球より NADPH酸化酵素を、 Cibacron Blue F3GAをリガンドとして精製

することを試みた。 Blue Dextran Sepharoseに吸着した NADPH酸 化酵 素あ るい は

チトクローム b5:. 9は、 DOCを用いることに より効率よく溶出することができた。

部分 精製した NADP H酸化酵素の比活性は 5.6μrnol/rnin/rng蛋白と顕著に上昇して

いた。この Blue Dextran Sepharoseによる部分精製標品の NADPH oxidsae活性は、

他の報告 に 比 べ て最も高い値であった。 しかし、それ以上の精製はむしろ活性

を 低下さ せ 下 し まった。これは可溶化後 NADPH酸化酵素は急速に失活するためと

考えられる。 さ らに、チトクローム b:.:.8も顕著な上昇を示したが、 フラビン含

量(F A D) は、ほとん ど 増 加 し て い な か った。以上の結果は、チトクローム

b558が NADPH酸化酵素の活性基であることを示唆している一方、フラビンの関与

に つ いては否定的な結果に思われる。 しかし、 Kakinurna等による好中球細胞膜

分画のフラピンの ESRを用いた研究よりフラピンが NADPH結合部位である可能性

が示唆されており(105)、かっへム蛋白は 1電子還元しか行わないことよりチト

クローム bらS8はNA DP H結 合部位を持つとは考えにくい。

NADPH酸 化酵 素の活性基としてフラビンとチトクローム b:.58が考えられてい

るが、そ の 細 胞 膜においてフラピンとチトクローム b558が 1: 1あるいは 1: 2で構

成さ れているとする 説 が あ る (50，106，107)。 この白血球のフラピンは細胞膜分

画や可溶化分画等の大部分のフラピンが非共有結合型の FADであったことより、

NADPH酸化酵素のフラピン蛋白質は FADを補酵素として持つと考えられている。

本研究では、 Percoll密度勾配で分画したプタ好中球細胞膜分画のフラビン(F 

A D) とチトクローム b552の比率は 1: 9であり、また Blue Dextran Sepharoseを

用いて部分精製した NADPH酸化酵素では、そ の 比 活 性 の 増 大 に も か か わ ら ず 比 は

1 : 1 5とさらに離れた値が得られた。一方、 ミクロゾームの P-450とP450-reduct

as巴の比率も約 20: 1との値が報告されており、 P-450が reductaseを取り囲むよう
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な膜内配置が考えられている(108)0 NADPH酸化酵素も細胞膜内において同様の

立体配置をしている可能性が考えらる。

n
，b 

p
h
J
U
 



第 3章チトクローム b553の精製とその

性質について

前章で述べたように、白血球の NADPH酸化酵素がどのような活性基から構成さ

れているかについては不明の点が多いが、少なくともその lつはチトクローム

bsss:であるとする点については現在まで異論はない。チトクローム bS58は白血

球特有のへム蛋白質であり、その吸収スペクトルは酸化型で 413nm付近に吸収極

大があり、還元型では Soret領域は 426nm付近に、また α、 βのそれぞれの吸収

領域で 558、 529nm付近に吸収極大を持っている(19，21)。また、細胞膜分画での

酸化還元電位は、一245mVと他の b-型チトクロームに比べ非常に低い値を示し、

真核生物では最も低い Emで・ある(109)。一方、その酸素との結合力に関しては相

異なる説が報告されている。一般に、酸素との結合は一酸化炭素との結合性を

測定するごとにより論議されているが、複数のグループは CO差スペクトルを測

定し、チトクローム b558はcoと結合すること、すなわち酸素との結合性を有す

るterminal henぼであると考えている(110，111)。一方、 Iizukaらは、チトクロ

ーム bS58はCOとの結合力はなくむしろ酸素とは直接結合せず電子を heme edgeよ

り酸素に渡す terminal hemeであると考えている(112)。

Royer-Pokaraらにより、チトクローム bS58の欠損した伴性劣性遺伝 CGD患者白

血球より原因遺伝子が Xp21領域よりクローニングされ、その cDNAの塩基配列よ

り54kDaの蛋白質をコードすることが明らかにされた(113)。さらに、この cDNA

のコードする蛋白質は約 90kDaの糖蛋白として発現されていることも明らかにさ

れた D 一方、 Segalらおよび Parkosらによりチトクローム bsS 8の精製が行われ、

90kDa付近および 22kD a付近の 2つの subunitから構成されていることが報告され

た(114-116)。さらに、この 90kDa蛋白が Royer-Pokaraのクローニングした cDNA

のコードする蛋白と同ーであることが明らかにされた。 しかし、テトクローム

bS5Sのへムがそのどちらに存在するのか、またチトクローム b558からどのよう

にして酸素に電子が渡されるのか、あるいは直接酸素にわたるのではなくさら

に不明の分子が関与するのか等については不明のままである。

本章においては、このチトクロ←ム bS5きのへムをもっ分子の精製と、その性
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質について検討した結果について述べる。

材料及び方法

1)試薬

hydroxylapatite Ultro Gel、 DEAE-Sephacel、 Mono-QFPLCカラム、 Dextran

T500、 heparin-Sepharose 6B (以上は Pharmacia LKB Biotechnology Inc.) 

octylglucoside (Bio-Radあるいは DojindoLaboratories) leupeptin 、 an t i 

pain、diisopropylfluorophosphate、N-p-tosyl-L-lysinechloromethyl keto 

ne (TLCK)、 phenylmethylsulfonyl fluoride (以上 Sigma) はそれぞれの会社よ

り購入した。他の試薬は、特級を用いた。

2 )チトク白ーム bs5 8の可溶化

ヒト好中球は、既報(60)にしたがい DextranT500(こより赤血球を沈澱させ、

得られた上清を遠心により集めた。残存している赤血球は 0.2% NaClの低張液

を用いて溶血させた。得られた好中球は、 10mMTris-HCl (pH 7. O. 0.1 mM 

TLCK. 2μg/ml leupeptin. 2μg/ m 1 a n t i p a i n. O. 5 m M d i t h i 0 t h r e i t 0 1及び

0.015% hexamethylphosphoramide (HMPD) を含む O.25Mショ糖液 (Tris-ショ糖

液 )に懸濁し-80
0

Cに保存した。冷凍保存してあった 200mlの細胞懸濁液 (6 x 

10 t日細胞を含む)を解凍し、終濃度 lmMのdiisopropylfluorophosphateを加え

たo OoCで、 40ワット、 10秒間の超音波処理により細胞を破砕し、その破砕液に

100分の l量の phenylmethylsulfonyl fluorideを添加した。以降の操作はすべて

o -40Cで行った。この細胞破砕液を、 450 x g、 10分間遠心して上清を得る O

この上清に、 100分の 1量の 0.1MEGTA溶液を添加し、 165、000 x g、 60分間遠心

して粗膜分画を得る。得られた膜分画を、 60mlのTrisーショ糖液に懸濁し、さら

に120m!の1.5 Mリン酸緩衝液を加えて OoC、 40ワット、 5秒間超音波処理を行う O

これを、 165.000 x g、 60分間遠心して薄褐色の沈搬を得る。この沈澱を、 60

m!のTris-ショ糖液に懸濁したのち、終濃度1.0%のoctylglucosideを添加し OoC

で15分間撹件する。この懸濁液を、 165.000 x g、 60分間遠心して沈澱を得る。
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得られた沈澱を、 60mlの5%グリセリン、 O.1mM TLCK. 2μg/ml leupeptin. 2μ 

g/ml antipain. O. 5mM dithiothreitol及び0.015% hexamethylphosphoramide 

を含む 100mMリン酸緩衝液 (pH 1. 3) (可溶化溶液)に懸濁する。この懸濁液に、

終濃度1.6%のoctylglucosideを添加し、。OCで15分間撹枠してチトクローム

bS58を可溶化した。 15分後に、 240.000xg、 60分間、遠心して不溶性物質を除

いた。上清には、1.1から1.14nmol/mg蛋白のチトクローム bs5 Sが含まれていた。

3 )チトクローム b558の精製

可溶化したチトクローム b5S8は、 0.5%octylglucosideを含む可溶化溶液で平

衡化した hydroxylapatiteカラムに重層した。以降のカラム操作には可溶化湾液

に含まれている蛋自分解酵素阻害剤を添加して行った。カラムを平衡化緩衝液

で洗浄したのち、 O.1から1.0 Mのリン酸緩衝液 (pH 1.3)の濃度勾配(緩衝液以

外は平衡化緩衝液と組成は同じ)を用いて溶出した〈図 19 )。チトクローム

b558のピ -"'Y分画を集め、 100 mM リン酸緩衝液 (pH 1.3)に対して透析した。透

析後、終濃度 1%のocty!g!ucosideを添加した D これを、再びhydroxy!apatite

カラムに重層し、再クロマトグラフィーを行った。得られたチトクローム bS5:2

のピーク分画を集め、 50mMリン酸緩衝液 (pH 1.3)に対して透析した口透析後、

終濃度 1%のocty!g!ucosideを添加し、これを 0.5%octylglucosideを含む 50mM

リン酸緩衝液にて平衡化した DEAE-Sephacelに重層した。素通り分画を集め、

10mMリン酸緩衝液 (pH 1.3)に対して透析した。透析後、終濃度1.5%のoctyl-

glucosideを添加したのち、 0.5%octYlglucosideを含む 10mMリン酸緩衝液にて

平衡化した MonoQ FPLCに重層した。チトクローム b558を、 O.01から1.5Mリン酸

緩衝液 (pH 1.3)の不連続勾配にて溶出した(図 20 )。

4)チトクローム bS52のheparin-Sepharoseへの結合

精製過程におけるチトクローム b558のheparin-Sepharoseへの結合性について

検討した。各精製段階におけるチトクローム bssきを、 25mMリン酸緩衝液に対し

て透析した。透析後、終濃度 1.5%のoctylglucosideを添加したのち、 0.5%

octylglucosideおよび可溶化溶液に含まれている蛋自分解酵素阻害剤を含む 25

mMリン酸緩衝液 (pH 7.3)にて平衡化した heparin-Sepharoseに重層した。結合し
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Figure 19. Column chromatography of cytochrome b558 on hydroxylapatite 

Ultro Gel.・， cytochrome b558 concentration as calculated from the ab-

sorbance of the reduced spectra at 558 nm;()， protein concentration; 

concentration of potassium phosphate buffer (pH 7.3). 
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たチトクローム b55i?は、 0.5%octylglucosideを含む O.75 Mリン酸緩衝液 (pH 7 

. 3)にて溶出した。

5 )チトクローム b55雪およびフラピン量の測定

チトクローム b55i?量は dithioniteによる酸化還元差スペクトルより求めた。

ミリモル吸光係数は Em門55ト 54日nm=21.6をもちいた (82)口酸化状態の絶対スベク

トルを dataprocessorに記憶後、少量の dithionite粉末を添加してチトクロー

ムbS58を還元した。 dataprocessorのsubtractionmodeを用いて酸化還元差ス

ペクトルを記録した。また、 COスペクトルの測定には、チトクローム b552を少

量の dithionite粉末 で 還 元 後 、 試 料 中 に COガスを還流したのち、 subtraction

modeにて CO差スペクトルを記録した。フラビン量は、 pH法にてその FAD、 FMN量

を求めた (83，84)。

6) CDスペクトル解析

CDスベクトル解析のために 15mMリン酸緩衝液に対して透析した部分精製標品

を、 DEAE-Sephacelに吸着させ濃縮した。この分画を、 50mMリン酸緩衝液に対し

て透析した。透析後、 14-18μMチトクローム b558を含むこの分画に終濃度 2.0%

のoctylglucosideを添加し、 CDスペクトル解析に用いた。 CDスベクトルは、日

本分光 Jasco J-500を用いて、 20
0Cで行った。また、ム εは分光学的に測定した

チトクローム b55Sの濃度より計算した。

7)S DSーポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE) 

各分画の、 SDS-PAGEによる解析は Laemmliの方法(117)にしたがって行った O

また、分離用のゲルは、 15%のアクリルアミドゲルを用いた。

8 )蛋 白定量 蛋白は、 Lowryの方法(85)にしたがってウシ血清アルブミンを標

準蛋白質として定量した。
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結果

1)ヒト好中球チトクローム bs58の精製

ヒト好中球チトクローム bS58精製の典型的な結果を表 7に示す。粗膜分画の

チトクローム bS58の比含量は O.154nmol/mg蛋白であり、これは細胞当りの含量

の約 2倍 であ る。高イオン強度処理及び低イオン強度下での octylglucoside前

処理の後、 100mMリン酸緩衝液下で、1.6%octylglucosideにより 87-95%のテト

クローム b558が可溶化された。 1回目の hydroxylapatiteカラム操作により 7倍

ほどチトクローム bS58の比含量が増加した。また、大部分のフラビン(主とし

てFADであるが)は 1回目の hydroxylapatiteカラムの素通り分画に回収された。

Mono Q FPLC の溶出分画のチトクローム b55~ の比含量は、 37nmol/mg蛋白という

値が 得ら れた 。これは現在まで報告されているチトクローム b552の比含量のな

かでも最もず温い値である。また、その精製効率 3.9と低い値であったが、粗膜分

画からの精製度は 255倍であった(これは細胞レベルからは約 500倍であった)。

図 2 1は、各精製段階の SDS-PAGEを示しである。 Mono Q FPLCの ピ ー ク 分 画 で

は約 20kDa付近に単一バンドが得られた。しかし、 Segal(114)あるいは Parkos(

115 )らが報告している 90kDa付近の高分子 subunitと考えられているバンドは認

められなかった。

一方、 Parkosらによってチトクローム b558は、 heparin-Sepharose あるいは

wheat germ agglutinin-Sepharoseに結合することが報告されている(115)。こ

れは、糖蛋白質であるチトクローム bsssの高分子 subunitを介して、糖鎖に親和

性のある heparinあるいはレクチンカラムに結合するものと考えられている。そ

こで、各精製段階のチトクローム b558のheparin-Sepharoseへの結合性について

検 討してみた。図 22は、 l回目の hydroxylapatiteカラムの溶出分画および

Mono Q FPLCの溶出分画の Heparin-Sepharoseカラムクロマトグラフィパターン

を示しである。 1回目の hydroxylapatiteカラムの溶出分画では、大部分のチ卜

クローム bS58がカラムに吸着されるのに対して、 Mono Q FPLCからの溶出分画で

は、カラムに全く吸着されなかった。この結果は、 SDS-PAGEの泳動結果とよく

一致していた。一方、 1回目の hydroxylapatiteカラムの溶出分画の heparin-
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Table 7. Purification of human neutrophil cytochrome b558 

Fraction 

Particulate 
KPi-washed 
OG-solubi1 ized 
1st HTPb eluate 
2nd HTP eluate 
50mM DEAE effluent 
Mono Q FPLC eluate 

Specific content 

nmol/mg protein 

0.154 
0.310 
1. 74 
12.3 
20.3 
30. 1 
37.0 

Total amount 

nmol 

475a 

360 
228 

-100 
73.3 
58.9 
18.9 

a: Total a~ount of cytochrome b558 was obtained from 
-6 x 10-10 neutrophi1s. 

b: HTP， hydroxylapatite. 

一60-

Yield 

完

100 
76 
48 
21 
15.4 
12.4 
3.9 

(x189) 
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Figure 21. SDS-PAGE pattern of purif ied and crude cytochrome b558・ Lane

1， 1. 0 M potassium phosphate buffer-washed particulate fraction; lane 2. 

1. 6% octylglucoside-solubilized fraction; lane 3. DEAE-Sepharose effluent 

fraction; lane 4. Mono Q FPLC eluate fraction. Each lane contained about 

0.5μg protein. The gel was stained with Coomassie Blue R-250. Numbers 

indicate the molecular masses of marker protein. 
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Sepharose吸着分画およびMono Q FPLCの溶出分画の SDS-PAGEでの解析結果を図

2 3に示す。粗精製分画では、 90kDa付近に large subunitと考えられる幅広い

バンドが認められるのに対して、精製標品では銀染色によっても 20kDa付近のパ・

ンドのみが認められた。

2 )精製チトクローム b55 8の性質

図 24は、 Mono Q FPLC溶出分画の酸化・還元の絶対スベクトルを示している。

酸化型では、 413.5nmに吸収ピークが、還元型では 426nm、 529nm、 558nmiこ吸収

極大があり、すでに報告されている値と一致していた。

図 25 -上図は、 COおよび KCN差スペクトルを示している。精製したチトクロ

ーム bs5.Sは、 KCNとは結合しないものの COとの結合に基づくと思われる CO差スペ

ク卜ルが得られた。図 25 -下図は、 CO存在下の絶対スベクトルを示している。

その COスペクトルは、 420 nmに吸収極大が認められた。しかし、結果には示さ

なかったカダ膜分画では COとの結合性は全く認められなかった。

次に、へム近傍の情報を得るために CDスベクトルの測定を行った。この場合

は、測定に大量のチトクローム b558を必要とするために部分精製標品を用いて

行った。図 26に示すように、チトクローム b5S8のSoret領域の CDスベクトルは

酸化型及び還元型とも上下に sp 1 i tした S-型の CDスペクトルパターンを示した。

また 、その交点の 波 長 は そ れ ぞ れ そ の吸収波長のピークとほぼ一致していた(

表 8)。

考察

1)チトクローム b5ち2の small subunitの精製

本研究では、非イオン性の CMCの高い界面活性剤である octylglucosideを用い

て、チトクローム bS5Bの精製を行い、ほぼ単一バンドにまで精製刷ることがで

いきた。現在のところ、チトクローム bら58は 20k D a付近と 90kDa付近の 2つの

subunitから構成されると考えられている(114-116)。本研究で精製したテトク

ローム bS52は、 20kDa付近に単一バンドを示すものの 90kDa付近のノてンドは精製
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Figure 22. Heparin-Sepharose column chromatography of crude and purified 

cytochrome b558・ a， chromatography pattern of the sample from the first 
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Figure 23. SDS-PAGE pattern of purified and heparin-Sepharose eluate 
fractions. Lanes 1 and 3. Mono Q FPLC eluate fraction; lanes 2 and 4， 

heparin-Sepharose eluate fraction described for Fig. 22a; lanes 1 and 2. 
Coomassie Blue staining pattern; lanes 3 and 4. silver staining pattern. 

-64-



。。

0.2 

0.1 

400 450 500 

λ(nm) 

550 600 

Figure 24. Absolute spectra of reduced and oxidized purified cytochrome 

b558・ Absoluteoxidized (spectrum A) and reduced (Spectrum B) spectra of 

purified cytochrome b558 (Mono Q eluate fraction) were measured at 20 t. 
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Figure 25. Upper， CO and KCN difference spec七raof purified cytochrome 

bs 5 8・ TheCO (spectrum A) and KCN (spectrum B) difference spectra were 

measured at 20
0C by using the subtraction mode of a data processor. 

Carbon monoxide was bubbled through the dithionit
e-reduced solution. 

Lower， absolute spectrum of CO-cytochrome bS58 (spectrum A) was recorded 

as described (upper). Spectrum B indicated the dithionite-reduced 
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Figure 26. Circular dichroism spectra of human cytochrome bSS8・ TheCD 

spectra of cytochrome bSS8 in the DEAE-Sephacel-cencen七ratedfraction 

were measured at 20oC. Spectrum A， CD spectrum of oxidized cytochrome 
hS58; spectrum of dithionite-reduced cytochrome bS58・
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Table 8. Circular dichroism characterization of cytochrome b558・

Data were derived from Fig. 26. The s e values are calculated 

on the basis of the concentration of cytochrome b558 as deter-

mined from optical absorbance. 

A max A ε A crossover 

nm M-1cm-1 nm 

Oxidized cytochrome b558 406 121 413 

426 -119 

Reduced cytochrome b558 420 102 424.5 

429 -150 
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分画に含まれていなかった。このことは、 MonoQ FPLCの溶出分画が、 heparin

-Sepharoseカラムに吸着されなかったことからも、この分画に large subunitが

含まれていないことを示している。従って、チトクローム b5S8のへムは sma11 

subunitに存在するものと考えられる。

2 )チトクローム b55 8のCOとの結合性

Mono Q FPLCの溶出分画は、還元条件下、 COを還流することによりその吸収校

長は 426nmから 420nmに移行した。一般に、 COとの結合性を有する b-型チトクロ

ームの CO吸収ピーク波長は 420nm付近であると言われている。従って、精製した

チトクローム b5S8は、 COとの結合性を持つことは精製したチトクローム bsssが

酸素との結合性を有していることを示すものと考えられる。一方、膜分画のチ

トクローム b558はCOとの結合性を示す吸収スペクトル変化は全く示さなかった。

従って、精製チトクローム b558は酸素と結合する性質を持つらのの、細胞膜で

は酸素との

3 )チトクローム b55 SのCDスベクトル

b-型チトクロームである proto IXへムタイプの Soret領域の CDスベクトルは、

主として正の cotton効 果 を 持 つ 場 合 と 負の cotton効果を持つ場合に分類される。

正の cotton効果を持つ proto IXへムは、酸素との結合性を有する peroxidaseや

ヘモグロビンが挙げられる (118，119)。一 方、電子伝達系の中間型チトクロム b

は負の cotton効果を持つケースが多い(120、121)。一方、特殊な例としてミトコ

ンドリアの bc複合体のチトクローム bは吸収波長を中心に sp 1 i tした S-型 CDスペ

クトルを示すことが知られている(122)ロこれは、このチトクローム bの 2つの

へムが、 15A以内に存在しへムーへム相互作用をするためと結論されている。チ

トクローム bS58も、 ミトコンドリアの bc複合体と同じく、その吸収波長を中心

として sp 1 i tした CDスペクトルを示していた。これは、おそらくチトクローム b

558のへムが分子内あるいは分子間でへムーへム相互作用をしているものと考え

られる。このことは、フラピン蛋白質からチトクローム bS58への電子の授受を

考えるとき重要な意味を持つ。すなわち、 NADPHからフラピンへは 2電子が渡さ

れるはずであるが、このフラビンの 2電子がどの様にチトクローム b5:.Sを 1電
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u
 



子還元するのか不明である。もし、チトクローム b55~ は分子内あるいは分子間

でへムーへム相互作用をするほどの位置に 2つのへムが存在すればこの 2つのへ

ムに同時に電子が渡される機構が想定される。

本研究でチトクローム bS58最終標品の比含量は 37nmol/mg蛋白であったが、

Segalら(116)は small subunitとlargesubunitから構成されるチトクローム

b5SSの比含量が約 30nmol/mg蛋白であったと報告している。彼らの結果が正しく、

チトクローム b5S8のsubunitが 1 1で構成されているとすると、その最終比含

量は 20nmol/mg蛋白と計算される。すなわち、 Segalらの結果および本研究の結

果を総合すると、チトクローム b5S8は 1分子に 2つ以上のへムを持つ可能性が

高いと思われる、従って、チトクローム b558はおそらく分子内へムーへム相互作

用を持っと考えられる。
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第 4章 総合討 論

好中球の活性酸素生成系 (NADPH酸化酵素)の諸性質を、細胞膜および部分精製

標品を用いて検討した。また、 NADPH酸化酵素の活性基と考えられているチトク

ローム b558の精製を行いその性質を明らかにした。

Percoll密度勾配遠心法を用いて、ブタおよびモルモット好中球および肺マク

ロファージの分画を行った。活性化した白血球からの分画では、 NADPH酸化酵素

活性は細胞膜指標酵素のピークと一致し、その比活性の上昇も細胞膜酵素の比

活性の上昇と最も良く相関していた。一方、活性化していない白血球では、全

分画にわたって NADPH酸化酵素活性はほとんど認められなかった。従って、白血

球NADPH酸化酵素はその細胞膜に局在するものと考えられる。一方、 NADPH酸化

酵素の活性基と考えられているチトクローム b553の主ピークは、活性化前およ

び短時間の♂活性化を行った細胞とも細胞膜に主ピークが見いだされた。また、

長時間の活性化した細胞では細胞膜と頼粒分画の凝集が見られ、チトクローム

b558の局在を明らかにすることはできなった。従って、少なくとも短時間の活

性化ではチトクローム bS58の細胞膜への移行は起こらないと考えられる。この

ことはチトクローム b558の細胞膜への移行がNADPH酸化酵素の活性化につながる

とする説を否定するものである。また、活性化および非活性化肺マクロファー

ジを Percoll密度勾配遠心法にて分画したが、チトクローム b:，:，8は細胞膜にのみ

見いだされた。この結果も、チトクローム b558の細胞膜への移行がNADPH酸化酵

素の活性化と結び付くとする説を否定している。

細胞膜分画での NADPH酸化酵素活性は Cibacron Blue F3GAによって措抗阻害を

受けるが、細胞レベルでの 02生成活性は阻害されないことより、 NADPH酸化酵素

のNADPH結合部位は細胞膜内側に存在すると考えられる。また、 Cibacron Blue 

F3GAのNADPII酸化酵素の阻害 Kiは、 o. 8μMと非常に低く、これは Wi 1 so nによる

分類に従えば、白血球 NADPH酸化酵素は dinucleotide foldを持つことを示唆し

ている。

細胞膜での NADPH酸化酵素活性は、 40-50μMのMgイオンによって昂進し Caイオ

ンは全く影響を与えなかった。さらに、 EDT AがNADPH酸化酵素活性を顕著に限害
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することより、 NADPH酸化酵素はその至適活性に Mgイオンを要求すると考えられ

る。また、 EGTAがむしろ活性を増加させることより NADPH酸化酵素は Caイオン非

要求性の酵素であると考えられる口この EGTAによる活性の促進作用は、 Znイオ

ンが阻害作用を持つことと関連するものと考えられ、好中球が非常に高濃度の

Znイオンを持つことと考え合わせると興味深い。

細胞膜より NADPH酸化酵素を可溶化し、 BlueDextran Sepharoseにて精製を試

みた。得られた部分精製標品は、細胞レベルより 150倍ほど比活性が上昇してお

り、チトクローム b558含量も顕著な増加を示した。以上の結果は、このへム蛋

白が NADPH酸化酵素の活性基の 1つであること示唆するものと考えられる。細胞

膜分画およびこの部分精製標品のフラピン(F AD) とチトクローム b55 8の比率は、

それぞれ約 1: 9および 1: 15と大きく差があった。従って、 NADPH酸化酵素はミク

ロゾームの P-450とP-450 reductaseのようにチトクローム b558がフラピンを耳文

り囲むような立体配置している可能性がある。

ヒト好中.球よりチトクローム b558の精製を行った。得られたチトクローム b5

58の比含量は 37nrnol/rng蛋白であった。この値は、現在報告されているなかで最

も高い値であった。 SDS-PAGEによる解析より精製したチトクローム bss吉は、 20

kDa付近に単一バンドを示した口また、精製標品は heparin-Sepharoseに吸着さ

れなつかたことより本研究で精製されたチトクローム b558は large subunitを含

まず srnall subunitのみを含むと考えられる。従って、チトクローム b558のへム

はsrnall subunitに存在するものと結論された。一方、精製したチトクローム

b558はCOとの結合性を示すものの膜分画では全く COと結合しなかった。従って、

精製したチトクローム b558は酸素との結合性は有するが、チトクローム b5S8は

細胞膜上において COとは結合しないような、言い換えれば酸素とは直接結合し

ない様に構築されていると考えられる。

Soret 領域の CDスペクトル解析より、チトクローム b558 はミトコンドリアの b

c 複合体チトクローム bと同様の sp 1 i tとした S-型の CDスペクトルを示した。この

結果は、チトクローム b558の分子内あるいは分子間の 2つのへムがへムーへム相

互作用をしていること示唆している。またチトクローム bち58がへムーへム相互作

用を持っとするとフラピンからの電子の流れを考える上で非常に重要である O

すなわち、フラピンは 2電子還元を行う補酵素であるが、基質 NADPHから渡され
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た 2電子がへムーへム相互作用をしている 2分子のへムに同時に渡される機構が

想定される。
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要旨

好中球やマクロファージなどの食細胞 は 、 食 菌 時 あ る い は 種 々 の 膜 活 性 化 物

質 の刺激に応じス ー パ ー オ キ サ イ ド (02) や H202などの活性酸素を生成する。

こ れ は食細胞の活性酸素生成酵素 (NADPH酸 化 酵 素 ) が な ん ら か の 機 作 に よ り 活 性

化され NADPHを基質として酸素を l電子還元することにより 02を生成する一連の

反 応である。食細胞はこれらの活性酸素を用いて殺菌を行うことが知られてお

り、本酵素は食細胞の生体防御能を担う重要な酵素である。本研究ではこの活

性酸素生成酵素である NADPH酸化酵素の細胆内局在について明らかにするととも

に、その諸性質について細胞膜および部 分精製標品を用いて検討した。また、

NADPH酸化酵素の活性基と考えられているチトクローム b558の精製を行いその性

質を明らかにした。

NADPH酸化酵素の細胞内局在を明らかにするため Percoll密度勾配遠心法を用

いて、ブタおよびモルモット好中球およびモルモット肺マクロファージの分画

を行った。活性化した細胞からの分画では、 NADPH酸化酵素活性は単一ピークと

して得 られ、またそのピークは細胞膜指標酵素のピークと一致していた。膜分

画に おける細胞レベ ル か ら の NADPH酸化酵素活性の比活性の上昇は、細胞膜酵素

の比活性 の 上 昇 と最も良く相関していた。従って、好中球 NADPH酸化酵素はその

細胞 膜に局在するものと結論された。一方、 NADPH酸化酵素の活性基と考えられ

ているチトクローム bSS8は 2相性のピークを示し、その主ピークは、活性化前

および短時間の活性化を行った細胞とも細胞膜に見いだされた。また、活性化

および非活性化肺マクロファージを Percoll密度勾配遠心法にて分画したが、チ

トクローム bs5 Sは 細胞膜にのみ見いだされた。以上の結果より、チトクローム

bSS2の細胞膜への移行が NADPH酸化酵素の活性化と結び付くとする説を否定した。

細胞膜 分 画 で の NADPH酸化酵素活性は NADPHの立体構造の類似した色素である

Cibacron Blue F3GAによって括抗阻害を 受 け る が 、 細 胞 レ ベ ル で の 02生成活性

は阻害されないことより、 NA DP H酸 化 酵 素の NADPH結合部位は細胞膜内側に存在

すると考 え ら れ る c また、 Cibacron Blue F3GAの NADPH酸 化 酵 素 の 阻 害 定 数 Kiは、

o . 8μMと非常に低 く 、 好 中 球 NADPH酸化酵素の活性部位は dinucleotide foldを

持つことが示唆された。
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細胞膜での NADPH酸化酵素活性は、 40-50μMのMgイオンによって昂進し Caイオ

ンは全く影響を与えなかった。 さらに、 EDTAが NADPH酸化酵素活性を顕著に阻害

することより、 NADPH酸化酵素はその至適 活性に Mgイオンを要求すると考えられ

る。また、 Mgイオンにより NADPH酸 化 酵 素の NADPH対する Kmが小さくなると共に

最大活性が 上昇 することより、 Mgイオンはその基質親和性および活性の両方に

影響する ものと考えられる。一方、 EGTA がむしろ活性を増加させることより

NADPH酸化酵素は Caイオン非要求性の酵素であると考えられる。 この EGTAによる

活性の促進作用は、 Znイオンが阻害作用を持つことと関連するものと考えられ、

白血球が非常に高濃度の Znイオンを持つことと考え合わせると興味深い。

細胞膜よ り NADPH酸化酵素を可溶化し、 Blue Dextran Sepharoseを用いて精製

を試みた。得られた 部 分 精 製 標 品 は 、 細胞レベルより 150倍ほど比活性が上昇し

ており、 cytochrome b55:3含量も顕著な増加を示した。以上の結果は、 このへム

蛋白が NADPH酸化酵素の活性基の lつであること示唆するものと考えられる。細

胞膜分画およびこの部分精製標品のフラビン(F AD) とチトクローム bss~ の比率

は、それ ぞ れ 約 1: 9および 1: 1 5と大きく差があり、複数のチトクローム b55:3がフ

ラピン蛋 白 を 取 り囲むような立体配置している可能性が考えられる。

NADPH酸化酵素の活性基と考えられているチトクローム b553の諸性質を明らか

にするために、 ヒト好中球よりチトクローム b55Sの 精 製 を 試 み た 。 得 ら れ た チ

トクローム b55:2の比含量は 37 nmol/mg蛋白と現在報告されているなかで最も高

い値であったo SDS-PAGEによる解析より精製したチトクローム b55Sは、 20kDa付

近に単一バンドを示したo また、チトク ローム b55:2は large subunit および

small subunitより構成されると考えられているが、 この精製標品は heparin-

Sepharoseに 吸 着 されなつかたことおよびその SDS-PAGEパターンより、精製チト

クローム bS58は large subuni tを含まず small subunitのみを含むと考えられる。

従って、チトクローム bsssのへムは small subunitに存在するものと考えられる。

一 方 、 精 製したチトク ロ ー ム bs5 Sは COとの結合性を示すものの膜分画では全く

COと 結合しなかったこ と よ り チ ト ク ロ ー ム bSS2は細胞膜上において COとは結合

しない ような、言い換えれば酸素とは直接結合しないように構築されていると

考えられる D

Soret領域の CDスペクトル解析より、チトクローム bSS8はミトコンドリアの b

r
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c複合体チトクローム bと同様の sp 1 i tとした s-型の CDスベクトルを示した。 この

結果は、チトクローム b558の分子内あるいは分子聞の 2つのへムがへムーへム相

互作用をしていること示唆している。またチトクローム b5') 8がへムーへム相互作

用を持っとするとフラピン蛋白からの電子の流れを考える上で非常に重要であ

る。すなわち、フラビンは 2電子還元を行う補酵素であるが、 この 2電子がへ

ムーへム相互作用をじている 2分子のへムに同時に渡される機構が想定される。
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