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研究成果の概要（和文）：本研究では、消化管炎症の病態におけるNOX1の役割を明らかにする目的で検討を行った。1)
 TNBS誘起大腸炎の病態およびそれに付随する種々炎症反応にNOX1が関与していることを明らかにした。2) NOX1は腸管
上皮細胞のみならず、腸管固有粘膜層に局在するマクロファージにも発現しており、大腸炎の病態に関与していること
を明らかにした。3) マクロファージに発現するNOX1は、炎症時における種々のサイトカインおよびケモカインの発現
増大に関与していることが判明した。以上より、消化管炎症の病態に、腸管マクロファージに発現するNOX1が関与して
いることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The aim of the present study is to clarify the pathogenic role of NOX1 in colonic 
inflammation. We showed that 1) NOX1 plays detrimental roles in the pathogenesis of TNBS-induced colitis 
accompanied by various inflammatory responses; 2) NOX1 is expressed in macrophages located in lamina 
propria of colon; 3) NOX1 expressed in macrophages regulates the expression of cytokines and chemokine in 
response to inflammatory stimuli. These findings suggest that NOX1 expressed in colonic macrophages is 
involved in the pathogenesis of colonic inflammation via up-regulation of inflammatory cytokines and 
chemokines.

研究分野： 消化器・炎症薬理
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  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 NADPH oxidase (NOX1) はマクロファージ

のなどの食細胞における活性酸素 (ROS) 産
生酵素である gp91phox (NOX2) の非食細胞型

アイソフォームとして同定された。NOX1 は

血管内皮や平滑筋、さらには消化管などに発

現していることが知られているが、これまで

マクロファージには発現していないものと

考えられてきた。最近、肺胞マクロファージ

や破骨細胞などにNOX1が発現していること

を示唆する報告が散見されるようになって

きたが、その機能や種々の病態との関連につ

いてはほとんど明らかになっていない。 
 NOX1 は特に下部消化管の粘膜上皮細胞に

高発現していることが知られており、これま

で上皮機能の調節・維持に関与していると考

えられてきた。一方、下部消化管の固有粘膜

層には多くのマクロファージが局在してお

り、腸管免疫の調節・維持に寄与しているも

のと考えられているが、腸管マクロファージ

におけるNOX1発現の有無については不明で

ある。 
 また、腸管には生体内のセロトニンの約

98%を生合成する腸クロム親和性細胞が存在

しており、腸管運動や分泌などの機能調節に

加えて、炎症・免疫応答との関連が注目され

ている。 
 
２．研究の目的 
 消化管炎症の病態における NOX1、特に腸

管マクロファージに発現するNOX1の役割に

ついて、各種腸管炎症の動物実験モデルを用

いて検討した。さらに、最近明らかになって

きた消化管炎症制御におけるセロトニン

/5-HT3 受容体シグナルとの関連についても

併せて検討を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験動物：実験には、雄性 NOX1 遺伝子

欠損  (NOX1KO) マウスおよびその野生型 
(C57BL/6) マウスを用いた。 
 
(2) トリニトロベンゼンスルホン酸 (TNBS) 
誘起大腸炎 
 マウスに TNBS (3 mg/mouse を 50%エタノ

ール溶液に溶解) 100 µl を直腸内に投与する

ことにより大腸炎を惹起した。TNBS 投与後

経日的に体重および下痢の変化を観察し、4

日目に大腸を摘出し、大腸炎の程度を肉眼的

におよび組織学的に、好中球浸潤の指標であ

るミエロペルオキシダーゼ (MPO) 活性は

o-dianisidine により、各種サイトカイン、ケ

モカインおよび誘導型一酸化窒素合成酵素 
(iNOS) 発現は定量 RT-PCR により、ROS 産

生は L-012 により測定した。 
 
(3) デキストラン硫酸ナトリウム (DSS) 誘
起大腸炎 
 マウスに2% DSS溶液を10日間自由飲水す

ることにより大腸炎を惹起した。DSS 投与期

間中の体重、下痢・下血を経日的に観察し、

10 日目における大腸炎の程度は肉眼的およ

び組織学的に測定した。また、MPO 活性およ

びサイトカイン発現は上述と同様な方法に

より測定した。 
 また、セロトニン 5-HT3 受容体遮断薬であ

るラモセトロン (0.01~0.1 mg/kg) およびオ

ンダンセトロン (5 mg/kg) は 1 日 2 回連続的

に経口投与した。 
 
(4) マウス腹腔および大腸固有粘膜層マクロ

ファージの単離 
 腹腔マクロファージは、チオグリコレート

腹腔内投与 3日目にPBSによる腹腔洗浄液か

ら単離した。一方、大腸固有粘膜層マクロフ

ァージは、酵素的に抽出し、Percoll による密

度勾配により単離・精製した。いずれも 2 時

間培養後にディッシュに付着している細胞

をマクロファージとして以後の検討を行っ

た。 
 
(5) 腹腔および大腸固有粘膜層マクロファー

ジにおける NOX1 発現 
 腹腔および大腸固有粘膜層マクロファー

ジから全 RNA を抽出し、NOX1 および NOX2 
mRNA 発現を RT-PCR により定性的に観察し

た。 
 
(6) 腹腔マクロファージにおける LPS 刺激サ

イトカイン、ケモカインおよび iNOS 発現の

変化 
 WT および NOX1KO マウスから単離した

腹腔マクロファージを D-MEM 培地で培養し、

LPS (100 ng/mL) を添加した。6 時間後に全

RNA を抽出し、各種サイトカイン、ケモカイ

ンおよび iNOS mRNA 発現を定量 RT-PCR に



より測定した。 
 
４．研究成果 
(1) TNBS 誘起大腸炎における NOX1 の関与 
 WT マウスにおいて、TNBS の直腸内投与

は、体重減少および下痢を伴う重篤な大腸炎

を惹起した。これに対して、NOX1KO マウス

では TNBS 直腸内投与により誘起される体重

減少および下痢は軽度であり、さらに大腸炎

の程度も肉眼的および組織学的評価のいず

れにおいても有意に抑制された (図 1)。 
 TNBS 直腸内投与は、WT マウスでは顕著

な大腸 MPO 活性および ROS 産生の増大を誘

起したが、NOX1KO マウスではこれらの増大

はいずれも有意に抑制された。 
 
図 1. WT および NOX1KO マウスにおける

TNBS 誘起大腸炎の比較 

大腸炎：肉眼的 (上段) および組織学的 (下
段).  N=8, *P<0,05 vs WT mice; #P<0.05 vs 
control. 
 
 TNBS の直腸内投与は、大腸粘膜 TNF-α、
IL-1β、CXCL1、CXCL2 および iNOS mRNA
発現を著明に増大させたが、これらの増大は

いずれも NOX1KO マウスでは有意に抑制さ

れた。 

 これらの結果より、NOX1 は TNBS 誘起大

腸炎の病態に関与していることが判明した。

おそらく、NOX1 は炎症性サイトカイン、ケ

モカインおよび iNOS などの炎症性メディエ

ーター発現の増大に寄与しているものと推

察される。 
 
(2) DSS 誘起大腸炎の病態における NOX1 の

関与 
 DSS の投与は、体重減少、下痢・下血を誘

起し、7 日目には大腸粘膜 MPO 活性の増大を

伴う重篤な大腸炎を惹起した。DSS 誘起大腸

炎を WT と NOX1KO マウスで比較検討した

ところ、両者に何ら差は認められなかった。 
 以上より、NOX1 は DSS 誘起大腸炎の病態

には関与していないものと推察される。 
 次に、DSS 誘起大腸炎に対するセロトニン

5-HT3 受容体遮断薬の効果を検討したところ、

いずれも大腸炎を有意に抑制した。また、DSS
処置により誘起されるMPO活性およびTNF-
αをはじめとする炎症性サイトカイン発現

の増大もまた5-HT3受容体遮断薬の投与によ

り有意に抑制された。 
 以上の結果より、DSS 誘起大腸炎の病態に

はセロトニン/5-HT3 受容体が関与している

ことが判明した。NOX1 は大腸炎発症時にお

けるセロトニンの放出あるいは炎症性サイ

トカイン発現の増大過程に関与している可

能性が推察される。 
 
(3) マクロファージにおける NOX1 発現 
 一般に、TNBS はハプテンとして作用し、

マクロファージなどの炎症性細胞を直接活

性化させることで大腸炎を惹起するものと

考えられる。一方、DSS は大腸上皮バリアを

破壊し、腸内細菌依存性に大腸炎を惹起する

ことが知られている。すなわち、TNBS 誘起

大腸炎モデルでのみNOX1の関与が認められ

たことは、NOX1 がマクロファージなどの炎

症性細胞レベルで炎症応答を制御している

可能性が推察される。そこで、マクロファー

ジにおける NOX1 発現を RT-PCR により確認

した。 
 腹腔および大腸固有粘膜層マクロファー

ジおよび RAW264.7 のいずれにおいても

NOX2のみならず明らかなNOX1 mRNA発現

が観察された。当然のことながら、NOX1KO
マウスでは NOX1 mRNA 発現は消失してい
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た（図 2）。 
 
図 2. 腹腔および大腸固有粘膜層マクロファ

ージおよび RAW264.7 における NOX1 および

NOX2 mRNA 発現 

PM: 腹腔マクロファージ 
LPM: 大腸固有粘膜層マクロファージ 
 
 以上より、大腸上皮のみならず、腸管マク

ロファージにもNOX1が発現していることが

判明した。 
 
(4) 腹腔マクロファージ LPS 刺激サイトカイ

ンおよび iNOS 発現における NOX1 の関与 
 腹腔マクロファージにおいて、LPS 処置は

著明な TNF-α、IL-1βおよび iNOS mRNA 発

現の増大が観察された。これらの増大はいず

れも NOX1KO マウスから単離した腹腔マク

ロファージでは有意に低下していた。興味深

いことに、NOX1 mRNA 発現もまた LPS 刺激

により有意に増大し、当然のことながら

NOX1KO マウスでは NOX1 発現は検出され

なかった（図 3）。 
 以上より、NOX1 はマクロファージにおけ

るサイトカイン、ケモカインおよび iNOS な

どの炎症性メディエーター発現の調節に関

与していることが判明した。 
 ゆえに、TNBS 誘起大腸炎の病態には、腸

管マクロファージに発現しているNOX1が関

与していることが明らかになった。NOX1 は

マクロファージレベルで炎症性メディエー

ター発現の調節に寄与しているものと推察

される。一方、DSS 誘起大腸炎では NOX1 の

関与は検出されなかったが、NOX1 は大腸上

皮細胞に高発現し、大腸粘膜ホメオタシスの

調節に関与していることが知られており、お

そらくこれら相反するNOX1の作用により相

殺されたことによるものと考えられる。 

図 3. 腹腔マクロファージにおける LPS 刺激

炎症性メディエーター発現におけるNOX1の
関与 

N = 8, *P < 0.05 vs WT mice; #P<0.05 vs 
control. 
 
(5) 結論 
 大腸炎の病態において、腸管マクロファー

ジに発現している NOX1 由来 ROS が関与し

ていることが明らかになった。NOX1/ROS は

マクロファージレベルでサイトカイン、ケモ

カインおよび iNOS などの炎症性メディエー

ター発現増大に寄与しているものと推察さ

れる。 
 ゆえに、マクロファージに発現している

NOX1 は大腸炎をはじめとする炎症性疾患の

治療標的になり得ることが期待される。 
 今 後 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ レ ベ ル で の

NOX1/ROS のサイトカイン発現増大の分子

メカニズムならびにセロトニン/5-HT3 受容

体シグナルとの関連などについて、さらに詳

細な検討を行い、治療標的として有用性を検

証していく予定である。 
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