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研究成果の概要（和文）：活性酸素生成酵素であるNoxは、ヒトではNox1～Nox5の5分子が存在する。Noxの中で
も消化管上皮細胞に発現するNox1は、局所における生体防御に関わっていることが知られている。今回の研究
で、Nox1の活性化制御機構について、Nox1活性が自身の生成物である活性酸素により正のフィードバック調節を
受けていることを明らかにした。さらに、正のフィードバックにより促進されたNox1活性が上皮細胞の遊走を抑
制していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Superoxide producing NADPH oxidase 1 (Nox1) that expresses abundantly in 
colon epithelium plays a crucial role in mucosal host defense. Previous studies have shown that Nox1
 participates in epithelial migration which is an important process in mucosal wound healing. In 
this study, we investigated the effect of ROS scavenger’s pre-treatment on migration of human colon
 cancer HCT116 cells, which express Nox1. We found that Nox1 activity is positively feedbacked by 
its product itself, then the increased products depend on the regulation of migration ability of the
 cells.

研究分野： 生化学

キーワード： Nox　活性酸素　細胞遊走　上皮細胞　殺菌

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
活性酸素は基本的に生体に有害であるため、Nox1の制御機構の破綻は、消化管上皮の疾患を引き起こす可能性が
ある。実際に、大腸がんの増悪とNox1の過剰な活性化の関連が指摘されており、どのようなメカニズムでNox1活
性が調節を受けるのか、また、活性酸素がどのような分子メカニズムで遊走を制御しているのかを明らかにする
ことは重要な課題であった。今回の研究成果は、酸化ストレスにより引き起こされる様々な疾患の原因を明らか
にする上で役立つものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	 
１．研究開始当初の背景	 

ROS 生成酵素である Nox は、ヒトでは Nox1～Nox5 の 5 分子が存在する（図 1）。最も
よく知られているのが食細胞に発現する Nox2 で、生成されたスーパーオキシド（O2

–）は、種々
の ROS へと派生し、それらが強力な殺菌剤として機能する。Nox2 の重要性は、その遺伝的欠損
が幼少期より重篤な感染症を引き起こす慢性肉芽種症（CGD,	 chronic	 granulomatous	 disease）
を引き起こすことから示される。	 

Nox2 が細胞外に O2
–を生成するためには、3 つのステップを経たタンパク質成熟化が

必要である。	 
「1.	 Nox2 の細胞膜への輸送」：Nox2 は、ER において high	 mannose 型糖鎖を持つ膜タンパ
ク質として翻訳される（N-glycosylation）。N 末端膜貫通領域にヘムが取り込まれ、膜タンパ
ク質であるパートナー分子 p22phoxとヘテロ 2 量体を形成する（2 量体化は、互いのタンパク質
レベルでの安定化に必要）。ER におけるこれらのプロセスがすべて完了すると、はじめて Nox2–
p22phoxは Golgi 体を経由して、細胞膜に輸送される。	 
「2.	 細胞膜局在 Nox2 の活性化」：細胞膜に局在した Nox2 は、それだけでは活性を持たな
い（無秩序な ROS 生成による宿主損傷を防ぐため）。その活性化には、細胞質の特異的な活性化
タンパク質（p47phoxと p67phox）と低分子量 G タンパク質 Rac が細胞刺激に応じて膜移行し、膜
上で Nox2–p22phoxと会合することが必要である。	 
「3.	 Nox2 による O2

–の生成」：Nox2 の C 末端細胞質領域には、NADPH 結合サイトと FAD 結合
サイトが存在する。活性化された Nox2 は、NADPH（電子供与体）から電子を受け取り、FAD と
膜貫通領域の 2つのヘムを介して細胞外の分子状酸素に与えることにより O2

–を生成する	 
このように、Nox2 の活性化の成熟機構は、かなり明らかにされてきた。一方、Nox2

と同じく細胞膜に輸送され活性化因子により活性化される Nox1 の成熟化機構については、不明
な点が多く残されたままである。	 

	 
	 
２．研究の目的	 
本研究では、まず Nox1 の成熟化の各ステップにお
ける分子メカニズムを明らかにしつつ、最終的に
は Nox ファミリーの ROS 生成に至る成熟化過程の
全容解明を目指す。	 
「1.	 細胞膜局在 Nox1 の活性化」：申請者は、
活性化タンパク質の膜移行メカニズムを明らかに
してきたが、Nox と会合した後の過程は不明なま
まである。活性化タンパク質が Nox1 の構造変化も
含めてどのように作用するのかを明らかにする。	 
「2.	 Nox1 由来の活性酸素による生理的機
能」：上皮細胞に豊富に発現する Nox1 の細胞遊走
における生理的な機能を明らかにする。	 
	 
	 
３．研究の方法	 
「1.	 細胞膜局在 Nox1 の活性化」:	 Nox1 と Nox2 は、似た様な制御システムにより活性化さ
れるが（活性化タンパク質の膜移行に依存する）（図 2）、前者は細胞刺激非依存性に活性を有
するのに対して、後者は細胞刺激に応答して初めて活性化される。培養細胞を用いて異所性に
Nox1 活性の再構成を行い、種々の生化学的な手法を用いて細胞刺激非依存性の活性化メカニズ
ムを調べた。また、恒常的に Nox1 から生成される O2

–の Nox1 自身の酵素活性に対する役割（フ
ィードバック制御）について、抗酸化剤 edaravone を使用して検討した。	 
「2.	 Nox1 由来の活性酸素による生理的機能」：細胞刺激非依存性の Nox1 活性が上皮細胞遊
走においてどのような役割を果たしているか、走化性因子に向かって水平方向に移動する細胞
をリアルタイムで観察できる細胞動態測定装置（TAXIScan）を用いて測定した。その際、用い
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た上皮細胞を抗酸化剤 edaravone や Nox の阻害剤 DPI 処理や、Nox1 遺伝子のノックダウン操作
を行った。	 
	 
４．研究成果	 
「1.	 細胞膜局在 Nox の活性化」:	 	 	 
(1)	 Nox1 由来の活性酸素の除去	 

Nox1 は、特異的な細胞質タンパク質因子 Noxa1 と
Noxo1 の存在下で、細胞刺激非依存性に細胞外に恒常的に O2

–

を生成する酵素である（図 2）。生成された活性酸素は、消化
管の局所における殺菌において重要な役割を果たしている。
一方、活性酸素は基本的に生体にとって有害である。私は、
Nox1 由来の O2

–が、Nox1 を発現している細胞自身を障害して、
Nox1 活性を低下させる（フィードバック阻害）のではないか
と考えた。そこで、Nox1 を発現する細胞を活性酸素スカベン
ジャーで前処理し、Nox1 活性に与える影響を検討した。	 

O2
–は、速やかに不均化され

H2O2に変換される。O2
–は、極性を持つ

ため細胞膜を横切ることはできない
が、H2O2は比較的自由に細胞内へと拡
散する。従って、Nox1 由来の O2

–の細
胞への影響を調べるためには、活性酸
素の両者を効率良く消去できるスカ
ベンジャーを選択する必要がある。私
は、HeLa 細胞に外来性に Nox1–Noxo1–
Noxa1 を発現させ、Nox1 の O2

–生成活
性を再構成した。生成される O2

–は、
化学発光法で測定した。Nox1 由来の
O2
–は、H2O2 消去酵素の catalase では
消去できず、O2

–の消去酵素である SOD（superoxide	 dismutase）で完全に消去できた。フリー
ラジカルスカベンジャーで、酵素系ではなく化合物である edaravone は、Nox1 由来の O2

–を SOD
と同様に消去できた（図 3と 4）。次に、標準 H2O2を消去できるかどうかを検討した。スカベン
ジャーの能力は、残存 H2O2 依存性に強まるホモバニリン酸の蛍光強度により見積もった。
edaravone は、catalase と同様に H2O2 を完全に消去することができた。以上の結果より、
edaravone は、Nox1 由来の O2

–に対する効率的なスカベンジャーであることが分かった。	 

(2)	 Nox1 活性の正のフィードバック調整	 

続いて、Nox1 を発現させた HeLa 細胞を edaravone で前処理した。Nox1–Noxa1–Noxo1
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く、自身の生成物により正のフィードバック調節を受けていることを示唆する。	 

「2.	 Nox1 由来の活性酸素による生理的機能」	 

edaravone の前処理により、

Nox1 活性が低下したことが、上皮細胞の

遊走にどのような影響を与えるかを検

討した。大腸上皮細胞株として Nox1 を

発現しているとこが知られるヒト結腸

腺癌細胞（HCT-116 細胞）を遊走測定の

実験に用いた。細胞の遊走能は、走化性

因子に向かって水平方向に移動する細

胞をリアルタイムで観察できる細胞動

態測定装置（TAXIScan）を用いて測定し

た（図 5）。遊走能は、走化性因子に対す

る細胞遊走の“方向性”と“速度”で定

義した。また、走化性因子は、10%	 ウシ

胎児血清を用いた。edaravone 未処理の

HCT-116 細胞は、走化性因子の非存在下

ではほとんど遊走能を示さない。一方、

走化性因子が存在すると、濃度勾配に従

って、遊走の方向性と速度が上昇する。

興味深いことに、edaravone で前処理し

た細胞は、未処理の細胞に比べて、方向

性と速度が共に上昇していた（図 6と 7）。

この結果は、Nox1 由来の O2
–が、上皮細

胞の遊走を抑制していることを示す。	 

	 今回の研究で、（1）Nox1 活性

が自身の生成物である O2
–により正のフ

ィードバック調節を受けていること、（2）

正のフィードバックにより促進された

Nox1 活性が上皮細胞の遊走を抑制して

いることが分かった（図 8）。これらの結

果は、Nox1 活性のオン・オフにより粘膜

損傷の修復における重要な過程である

上皮細胞の遊走能を制御していること

を示唆する。	 
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