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研究成果の概要（和文）：抗NOX1モノクローナル抗体の開発に取り組み、NOX1遺伝子欠損マウスを陰性対照としたスク
リーニングによって、特異性と力価に優れた２種のクローン（26B1, 31C1）を得た。本抗体を用いた免疫組織学的解析
により、NOX1はKi-67陽性の腸管上皮細胞に局在し、WGA陽性ムチンを含有する杯細胞には発現しないことを見出した。
この新たな知見は、ごく最近報告されたNOX1欠損マウスで大腸粘膜修復が遅延することと関連する可能性がある。さら
に、開発した抗体は中和抗体活性を有すること、および免疫沈降に使用可能であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Specific monoclonal antibodies against mouse NOX1 (clone: 26B1, 31C1) were 
established through the screening using NOX1-knockout mice as a negative control. This novel antibody 
revealed that NOX1 was expressed in Ki-67-positive proliferating colonic epithelial cells but not in 
WGA-bound goblet cells, supporting a recent finding that NOX1 is involved in mucosal wound repair. In 
addition, anti-NOX1 antibody partially suppressed NOX1/NADPH oxidase activity, which suggests a possible 
usage as neutralizing antibodies.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 スーパーオキシド産生酵素NADPH oxidase
は、タンパク質や脂質の酸化的修飾によって
細胞機能に影響を与える酵素複合体である。
NADPH oxidaseの触媒サブユニットである
NOXは膜タンパク質であり、このうち NOX1
は正常大腸組織に高発現する。これまでに研
究代表者は独自に開発したポリクローナル
抗体を用い、NOX1が大腸陰窩アピカル膜（内
腔側膜）上に存在することを見出したが、大
腸上皮細胞のうちどのような細胞系譜に
NOX1が局在するか詳細は明らかにできてい
ない。 
 大腸における NOX1 の役割については、
NOX1遺伝子欠損マウスにおいて際立った消
化器系の異常が認められないことから解析
が遅れていたが、近年 NOX1遺伝子欠損マウ
スの大腸でWnt/Notchシグナルと細胞増殖が
低下することが示された (Mol. Cell. Biol. 30, 
2636-2650, 2010)。研究代表者は、先行論文と
独自に見出したNOX1の局在について考察し、
NOX1の役割について 2つの新しい可能性を
推測した。すなわち、陰窩底部に存在する腸
管幹細胞・プロジェニターの増殖促進を担う
可能性と、アピカル側で粘膜保護因子である
ムチン (ムコ多糖) 分泌調節を担う可能性で
ある。また、これらの細胞機能は炎症性腸疾
患における損傷した粘膜の再生・治癒過程に
重要であることから、NOX1遺伝子欠損マウ
スで炎症性腸疾患の回復が遅延する可能性
が示唆される。 
 大腸に高発現するNOX1の病態生理学的な
意義を明らかにするために、NOX1を発現す
る細胞系譜の同定が必要である。そこで本研
究ではまず、抗 NOX1モノクローナル抗体の
開発に取り組んだ。 
 
２．研究の目的 
(1) 特異性と力価に優れた抗 NOX1 モノク
ローナル抗体を作製し、各種細胞マーカ
ーを用いた免疫組織染色法により
NOX1 を発現する細胞系譜の同定を行
う。 

(2) NOX1遺伝子欠損マウスを用いて、大腸
炎モデルにおける NOX1 の役割を明ら
かにする。特に、NOX1欠損が損傷後粘
膜の再生過程に与える影響に着目する。 

 
３．研究の方法 
(1) 抗 NOX1 モノクローナル抗体の作製：
マウス NOX1 の細胞外ドメイン
（139-152番目アミノ酸）に相当するポ
リペプチドを抗原とし、ラットに 6 回
免疫後、得られた脾臓細胞からハイブ
リドーマを作製した。複数のハイブリ
ドーマウェルについて、抗原ペプチド
を用いた抗原固相 EIA法により陽性ウ
ェルを選抜した。それぞれについてさ
らに、マウス NOX1強制発現細胞およ
び NOX1遺伝子欠損マウスを陰性対照

としたスクリーニング（ウエスタンブ
ロット法および免疫染色法）を行い、
NOX1 タンパクに反応する陽性ウェル
を選抜した。その後、限界希釈法によ
るクローニング作業を 2 回実施し、最
終ハイブリドーマクローンを得た。こ
れらについて高密度培養および Protein 
A を用いた培養上清からの抗体精製を
行い、モノクローナル抗体を得た。 

(2) 免疫組織染色：野生型マウスより大腸
を摘出し、PFA 固定後、凍結切片およ
びパラフィン切片を作成した。抗原賦
活後、抗 NOX1 モノクローナル抗体、
WGA-Rhodamine、抗 Ki-67抗体、DAPI
を用いて、それぞれ NOX1 発現細胞、
ムチン含有杯細胞、増殖細胞、細胞核を
染色した。これらを組み合わせた多重染
色法を行い、コンフォーカルレーザー顕
微鏡を用いて観察した。 

(3) 中和抗体活性の評価：HEK293 細胞に
NOX1、およびコファクターである
NOXA1、NOXO1を遺伝子導入し、48
時間後に細胞を回収した。105 細胞に、
1、3、10 gの抗 NOX1モノクローナ
ル抗体または 10 gのラット IgGを添
加し、氷上にて 30分間インキュベート
した。その後、活性酸素種検出試薬
L-012を加え 37℃条件下で 60分間化学
発光を計測した。 

 
４．研究成果 
(1) 抗 NOX1 モノクローナル抗体の開発：
抗原ペプチドを用いた抗原固相 EIA法
により 30 個の陽性ウェルを選抜した。
全てについて、マウス NOX1強制発現
細胞および NOX1遺伝子欠損マウスを
陰性対照としたスクリーニング（ウエ
スタンブロット法および免疫染色法）
を行い、NOX1 タンパクに反応する陽
性ウェルを 9 つ選抜した。このうち、
限界希釈法により 7 株のハイブリドー



マクローンが得られた。全てのクロー
ン上清はマウス大腸膜画分中の NOX1
を検出した（図 1）。この中から特異性
と力価に優れた２種のクローン (26B1, 
31C1) を選抜し、それぞれの最終精製

IgG を得た（図 2）。開発した抗 NOX1
モノクローナル抗体は、研究代表者が
これまでに開発したポリクローナル抗
体の感度を上回るものであり、発現量
の低さから従来検出できなかった小腸、
脾臓、肺組織の膜画分から初めて
NOX1 を検出することが可能であった。
今後本抗体を用いることで、これらの
組織における NOX1の局在解析などの
新たな研究展開が期待される。 

(2) 大腸陰窩における NOX1 の局在解析：
大腸陰窩中部〜底部には、活発な細胞増
殖を行う腸管幹細胞・プロジェニター細
胞が存在する。一方、研究代表者が既に
ポリクローナル抗体を用いて見出して
いる NOX1 の局在も、大腸陰窩中部〜
底部のアピカル膜上に認められること
から、局在が一致する可能性が示唆され
る。腸管幹細胞のマーカーとしては
2007年に同定された Lgr5が知られるが、
入手可能な優れた抗体が無いことから、
腸管幹細胞・プロジェニター細胞を含む
細胞増殖期の細胞に発現する Ki-67 を
用いた多重染色を行った。さらに、これ
らの細胞が分化することで大腸には多
数の杯細胞が存在するが、これら杯細胞
に含有されるムチンをWGA-Rhodamine
を用いて染色した。その結果、NOX1は
Ki-67陽性の大腸上皮細胞に局在し、杯
細胞には発現しないことを見出した。ま
た興味深いことに、陰窩の最も底部で観
察される NOX1 陽性細胞の形態は細長
く、くさび形状の核を有する陰窩底部円
柱細胞（crypt base columnar cell，CBC
細胞）に近似するものであった。 

(3) 大腸粘膜再生における NOX1 の役割：
代表者は申請時当初、大腸炎モデルマウ
スを作製し、粘膜損傷後の再生過程にお
けるNOX1の解析を行う予定であった。
しかしながら、本研究開始直前に海外研
究グループより、大腸特異的 NOX1 遺
伝子欠損マウスを用いることにより、デ
キストラン硫酸ナトリウム摂水大腸炎

モデルにおける NOX1 の粘膜修復促進
作用が報告された  (J Clin Invest. 
123(1):443-54, 2013)。本論文では、
NOX1 由来の活性酸素種がホスファタ
ーゼの酸化的修飾（不活性化）を誘導し、
細胞接着因子のリン酸化を促し大腸上
皮細胞の細胞移動（修復）を促進するこ
とを証明している。一方で同年 12月、
杯細胞におけるムチンの遊離に
NADPH oxidase 由来の活性酸素種が重
要であるとの知見も報告された 
(EMBO J. 32(24):3130-44, 2013)。しか
しながら両論文において、大腸組織にお
ける NOX1 発現細胞の特定はなされて
いない。そこで研究代表者は、重複する
腸炎モデルの表現型解析を変更し、独自
に開発した抗 NOX1 モノクローナル抗
体を用いた NOX1 発現細胞の同定を重
点的に進めた。上述したように、NOX1
は Ki-67 陽性の大腸上皮細胞に局在す
ることが明らかとなったことから、
NOX1 は粘膜再生に重要な腸管幹細
胞・プロジェニター細胞において機能す
ることで粘膜修復を促進すると考えら
れる。また一方で、NOX1は杯細胞に局
在しないことから、単一細胞においてム
チンの遊離に直接的に関与しないこと
も示唆された。 

(4) 中和抗体活性を有する抗体の探索：開発
した抗 NOX1 モノクローナル抗体のう
ち 26B1 は NOX1/NOXA1/NOXO1 強制
発現細胞における活性酸素産生を部分
的に抑制し、中和抗体として機能するこ
とを見出した。この中和抗体活性は、糖
鎖修飾を受けない NOX1 変異体
（N161,241Q-NOX1）でより増強される
ことから、本抗体による立体的な抗原認
識に細胞外の糖鎖修飾が影響している
ことも明らかとなった。 

(5) 免疫沈降法による内在性 NOX1 の単離
抽出：開発した抗 NOX1 モノクローナ
ル抗体を用いた免疫沈降により、これま
で不可能であった大腸組織ライセート
からの NOX1 抽出に成功した。今後、
生体組織内で NOX1 と相互作用する未
知タンパクの同定に繋げる予定である。 

 
 以上のように、炎症性腸疾患における
NOX1の機能解析については海外研究グルー
プに先行されたものの、抗 NOX1モノクロー
ナル抗体の開発により新しい独創的な知見
が得られた。NOX1発現細胞を同定した研究
成果は論文にまとめ、投稿する予定である。
さらにNOX1抗体については国内外より複数
件の問い合わせがあり、共同研究の発展に繋
がった。 
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