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研究成果の概要（和文）：H.pyroli感染に起因する慢性炎症は胃がん発生の主な原因の一つである。本研究で
は、胃炎組織に浸潤してきた間質細胞から分泌されるTNF-αによってNox1複合体が活性化するメカニズムを明ら
かにし、これらが胃粘膜の過形成や化生の形成に関わる可能性を明らかにした。本研究で行った実験の結果は、
胃炎組織で異常腺管が発生するメカニズムを解明する一端となる、新たな知見となった。またNox1複合体を阻害
することによって、胃がん発生を予防する可能性について示すことが出来た。

研究成果の概要（英文）：H.pyroli infection-associated gastritis is one of the main causes of stomach
 cancer. However, molecular mechanism of gastritis formation is still unrevealed.In previous 
studies, our group reported that bone marrow-derived cells (BMDCs)-derived TNF-α promotes gastric 
tumor development. In this study, we investigated the molecular and genetic functions of Noxo1, 
which is a target of TNF-α, in gastritis and its associated tumorigenesis by using gastric cancer 
cells, gastritis model mice (C2mE mice) and sporadic gastric tumor model mice (Gan mice). 
Administration of a Nox inhibitor suppressed proliferation of gastric cancer cells in vitro and 
further inhibited metaplasia/hyperplasia formation in C2mE mice. We also found that this inhibitor 
also suppressed proliferation of stem-like cells in the neck region of stomach glands. Accordingly, 
Noxo1 and the Nox1 complex are possible effective preventive or therapeutic targets for gastritis 
and gastric cancer.

研究分野：腫瘍遺伝学

キーワード： 胃炎　胃がん　Nox1
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１．研究開始当初の背景 
(1) H.pyroli 感染に起因する慢性炎症は、胃
がん発生に関与すると考えられている。これ
ら慢性炎症組織では、骨髄由来細胞が浸潤し、 
TNF-αなどの炎症性サイトカインを分泌す
ることによって炎症性微小環境を形成して
いる。研究代表者が所属する研究室では、TNF
遺伝子欠損マウスを用いた解析を行い、胃が
ん形成に TNF-αが重要な役割を果たすこと
を明らかにした。この中で、TNF-α依存的に
誘導される発がん促進因子の候補として
Noxo1 を同定した。 
 
(2) NADPH オキシダーゼ（Nox）は、生体内に
おいてROSの一種であるスーパーオキサイド
（O2
-）産生を担う主要な因子の一つである。
Noxo1 は細胞膜に局在するアダプタータンパ
ク質で、Nox 複合体が細胞膜上で酵素活性を
維持するのに必須な因子である（1）。最近、
Nox複合体を構成するRac1の活性化依存的に
産生される ROS が、腸管腫瘍発生に重要な役
割を果たすことが報告されたが（2）、その下
流の詳細なメカニズムは明らかになってい
ない。 
 
２．研究の目的 
前述の学術的背景を踏まえて、本研究は
Noxo1 の発現依存的に活性化する Nox 複合体
/ROS 下流のシグナル伝達経路を解明し、これ
らの因子が炎症依存的な胃がん発生過程で
どのように発がん促進に機能するかを明ら
かにすることを目的として実施した。 
 
３．研究の方法 
（1）Noxo1 遺伝子欠損による表現型の解析 
本研究ではNoxo1遺伝子コンディショナル
欠損マウスを作製してNoxo1の遺伝学的機能
の解明を目指した。研究代表者の所属する研
究室で所有する胃炎モデルマウス(C2mE)と、
胃がんモデルマウス(Gan)を用いて胃がん発
生における Nox1 複合体の役割の遺伝学的解
明を目指した（3）。各種マーカーを用いた免
疫組織学的解析により、がん細胞の増殖や生
存および未分化性の維持におけるNoxo1の役
割を検証した。 
 
（2）Nox 複合体/ROS による発がん促進機構
の解析（in vivo、in vitro 実験） 
Noxo1 を含む Nox 複合体によって産生され
る ROS が、下流のどの様なシグナル伝達経路
を介してどの様ながん細胞形質の維持に寄
与するのかは未解明である。当研究室で所有
する胃がん細胞株を用いてNoxo1の発現阻害
実験やNox複合体阻害剤を用いた薬理学的実
験を行い、以下の 2点について解明を目指し
た。① がん細胞形質への寄与。増殖能・生

存能・コロニー形成能・浸潤能・運動能など
のがん細胞形質にどのような影響があるか
を解析した。② Nox 複合体が産生する ROS 下
流のシグナル伝達経路の解析。胃がん細胞か
ら抽出した mRNA を用いたトランスクリプト
ーム解析により、Noxo1 依存的に発現変動す
る遺伝子及び関連するシグナル伝達経路を
網羅的に解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Noxo1 は TNF-α刺激後の ROS 産生に必要
である 
胃がん細胞株（MKN45, SNU601,SNU719）の
培養上清に TNF-αを添加すると、Noxo1 の
mRNA の発現量が上昇した。また Noxo1 のプロ
モーターアッセイを行った結果、TNF-α添加
後、NFκB 依存的に Noxo1 mRNA の転写活性
が上昇することが分かった。さらに、DHE 色
素を用いた染色実験の結果、Noxo1 発現抑制
によってTNF-α添加後のDHE陽性細胞の数が
減少したことから、TNF-α刺激後の ROS 産生
に、Noxo1 が必要であることが明らかとなっ
た。以上の結果から、TNF-αの下流で NFκB
が直接 Noxo1 の転写量を上昇させ、ROS 産生
を活性化することが明らかになった。 
 
(2) Noxo1 コンディショナル欠損マウスの作
製 
Noxo1遺伝子の第3-5エクソンを含む領域を
CreER 存在下でタモキシフェン（Tmx）投与依
存的に欠失させることが出来るコンディシ
ョ ナ ル 欠 損 マ ウ ス を 作 製 し た 。
Noxo1flox/+/villin-CreERT2マウスにTmx投与
を行った結果、腸管組織細胞におけるたんぱ
く質発現量の低下と、目的の領域の欠損が確
認できた。以上の結果からマウス生体内で
Noxo1 遺伝子のコンディショナル欠損が可能
なマウスの作製に成功したことが確認でき
た。現在は胃上皮細胞特異的に Noxo1 を欠損
させることが出来る、Noxo1flox/flox/Cldn18 
-CreERT2マウスを作製中である。今後はC2mE
や Gan マウスと交配させることによって、胃
炎・胃がん形成過程における遺伝学的な解析
を行う予定である。 
 
(3) Noxo1 は胃炎・胃がん組織において増殖
細胞に特異的に発現する 
リアルタイム PCR 解析によって、mRNA 量を解
析した結果、胃炎・胃がん組織において、
Noxo1 の発現量が優位に上昇していることを
明らかにした。さらに、各組織内でどの種類
の細胞がNoxo1を発現しているかを調べるた
めRNA-SCOPEを用いたin situ hybridyzation
解析を行った。その結果、いずれの組織にお
いても、Ki67 陽性の増殖細胞特異的に Noxo1
が発現していた。以上の結果、炎症組織にお



いて、細胞分裂している上皮細胞特異的に
Noxo1 が発現していることが明らかとなった。 
 
(4) Nox 複合体阻害剤 Apocynin 投与により
C2mE マウス胃炎組織における過形成・化生が
抑制される 
胃炎形成における in vivo での Nox 複合体
の機能の解析を行うため、C2mE マウスに、Nox
複合体の阻害剤である Apocynin を飲水にて
投与した。5週齢から投与を開始し、16 週齢
にて胃組織切片を作製して、病理組織学的解
析を行った。この結果、胃腺管の neck 領域
に存在する Ki67 陽性の幹細胞様の細胞の増
殖が抑制されただけでなく（図 1A）、胃炎組
織に特徴的な、H+K+ATPase 陽性細胞の減少を
特徴とする腸型の腺管の化生や、過形成が抑
制された（図 1B,C）。 

 
図 1.Apocynin 投与により胃炎が抑制される 
 
(5)Apocynin 投与によって Gan マウスの腫瘍
組織の増大が抑制される 
炎症依存的な胃がん形成におけるNox複合体
の機能解析を行うため、Gan マウスに
Apocynin を投与する実験を行った。16 週齢
から飲水にて投与を行い、CT 画像解析を行う
ことによって、胃における腫瘍の大きさを経
時的に測定した。この結果、Apocynin 投与に
よって、腫瘍面積の増加が抑制されることが
分かった(図 2)。 
 

図 2.Apocynin 投与により胃がん組織の増大
が抑制された 
 
(6) Apocynin 添加によって非接着培養条件
下において胃がん細胞の増殖が抑制される 
Apocynin 添加によって、非接着培養を行った
胃がん細胞株 MKN45 の増殖が抑制された。 
Nox 複合体下流のシグナル伝達経路を明らか

にするため、Apocynin 添加を行った MKN45 細
胞から mRNA を抽出して mRNA シークエンス解
析を行った。この結果、SPINK4 や TFF3 など
腸型の化生に関わる遺伝子や、腸細胞の最終
分化に関わると報告のある HNF1αのターゲ
ット遺伝子の発現が低下していた（4）。 
 
以上の解析により、本研究では、TNF-αに
よって Nox1 複合体が活性化するメカニズム
を明らかにし、これらが胃炎組織において過
形成や化生の形成に関わる可能性を明らか
にした。また Nox1 複合体を阻害することに
よって、胃炎もしくは炎症に起因する胃がん
発生を予防する可能性について示すことが
出来た。 
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