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研究成果の概要： 
 ヒト大腸癌細胞Caco-2のO2

-生成酵素Nox1を無細胞系で活性化することに成功した。培養した

Caco-2から形質膜を分離し,遺伝子工学により創成した、２つの活性化因子の融合タンパク質

p51N-Racと混ぜ、FADとNADPHを加えるとO2
-が発生した。p51NとRacの相互作用を損なわせた変異

体は活性化を起さなかった。細胞を予めTNFαで刺激しておくとO2
-生成活性は上昇した。一方血

管平滑筋細胞A10についても形質膜を分画し、上述のやり方でNox1のO2
-生成活性を見ることに成

功した。ここではp47を加えるとさらに活性化が見られた。A10を予めアンジオテンシンIIで刺激

しておくと活性は40%ほど上昇した。 
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１．研究開始当初の背景 
 O2

-生成型NADPH oxidase (Nox)は1970年代

に食細胞に発見され、病原菌を貪食する際

の殺菌剤としてこの活性酸素を発生する酵

素として知られてきた。この酵素はそのま

までは不活性であり、刺激に応じて複数の

活性化因子が集まって形質膜に複合体を形

成し、初めて活性を発現する。1999年にな

って、Noxのホモログがあいついで発見され、

その分布は様々な組織器官にわたることが

明らかになってきた。このうちNox1は、発

生するO2
-（および派生するH2O2）によって細

胞増殖に関わっていると思われる 

 一方で O2
-の過剰な産生は様々な病気の

原因になるため Nox1 の活性制御は厳密に
なされなければならない。しかし、そのし
くみについてはいまだ不明な点が多い。また、
細胞外へ放出される O2

-がどのようにして細
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胞内にシグナルとなるのか、その機構は謎で
ある。（田村，生化学 2008） 
 本研究では上述のように身体にとって極
めて重要ながら,不明な点の多い Nox1の活性
化のしくみについて、またシグナル分子とし
ての O2

-の生成の制御について解明すること
を目的とした。 
３．研究の方法 
（１）大腸癌細胞の培養  
培地は MEM 用い、ウシ胎児血清 10 %と、抗生
物質としてペニシリン、ストレプトマイシン
を添加し、37 ℃、CO•濃度 5 %でディッシュ
30 枚分を培養した。コンフルエントになる前
日に、半分の 15 枚のディッシュに腫瘍壊死
因子TNF-αをdish1枚あたり20ng/ml加えて
24 時間刺激した。 
（２）血管平滑筋細胞の培養 
ラット血管平滑筋細胞 A10 を培養し、形質膜
画分をとってそれを酵素源とし、無細胞系で
これらの活性化因子を添加して Nox1 の活性
化を試みた。培地と培養条件は上記と同じよ
うにして行った。また、コンフルエントにな
る前日に、半分の 15 枚分に、Nox1 と p41 の
発現が上昇するといわれている腫瘍壊死因
子 TNF-αを dish1 枚あたり 20ng/ml 加えて
24 時間刺激した。 
（３）形質膜の分離 
培養したヒト大腸上皮細胞 Caco-2 細胞およ
びラット血管平滑筋細胞 A10からショ糖密度
勾配法により形質膜画分分取した。 
（４）活性化因子からなる融合タンパク質の
発現と生成 
遺伝子工学により２つの活性化因子 Rac と
p51noxの短縮型（1-211)の融合タンパク質
p51N-Rac を創成した。pGEX ベクターを用い
大腸菌 BL21 で発現後、G-Sepharose、および
CM Sepharose を用いて精製した。 
（５) O2

-生成活性測定 
形質膜に上記の融合タンパク p51N-Rac と補
酵素 FAD を加え、電子供与体 NADPH(または
NADH)を添加してシトクロム還元法によりス
ーパーオキシド O2

-の発生を測定した。 
 
４．研究成果 

 (1)大腸癌細胞のNox1の性質 

 ヒト大腸癌の培養細胞であるCaco-2のNox1

を無細胞系で活性化することに世界で初めて

成功した。Caco-2細胞から分画した形質膜画

分をp51N-Racと混ぜ、FADと電子供与体を添加

するとO2
-が発生した。電子供与体としては、

NADPHが親和性においても,反応速度において

もNADHにまさっていた。活性化にはSDSなど両

親媒性アニオンの存在は不要であった。活性 

はフラビン酵素阻害剤であるdiphenylene 

iodoniumで阻害された。この系にもうひとつ

の活性化因子であるp41の短縮型を加えたと 

 

 

 

 

 

ころ、Vmaxはいくらか増加したが、EC50は変わ

らなかった。至適条件でのスーパーオキシド

生成のVmaxはおよそ1,100 (nmol/min/mg 形質

膜タンパク質)であった。 

 一方、p51NとRacの分子内相互作用が損なわ

れた変異体p51N-Rac(A27K)を用いたところ。

ほとんど活性化を起さなかった。さらに

p51N-Racは、好中球のO2
-生成酵素であるNox2

も活性化することが見い出された。このこと

はp51noxが Nox1のみならず他のNoxも活性化

する多目的な活性化因子であることを示した

。その後p41nox全長は短縮型より高い活性化能

をもっていることも明らかになった 

 

。 

2.大腸癌細胞Nox1の活性化 
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図１ヒト大腸癌細胞の形質膜による O2-

生成活性ー無細胞系での Nox1 活性化

ー

図２ 活性化因子 p51N-Rac の変異と 
      O2

-による影響 
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 (2)大腸癌細胞Nox1の活性化 

 Caco-2を予め腫瘍壊死因子TNFαで刺激して

おくと、分画した形質膜は上記の無細胞系で 

の測定でスーパーオキシド生成活性が４倍に

上昇することを見いだした。 

 

 (3) 血管平滑筋細胞のNox1ー活性化と性質 

 血管平滑筋細胞A10について,形質膜を分画

し、上述のNoxa1N-Racを加えて無細胞系で

Nox1の活性を見ることに成功した。この場合

血管平滑筋における活性化因子と目される

p47による活性化が見られた。O2
-生成活性は

A10を予めアンジオテンシンIIで刺激してお

くと40%ほど上昇した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (4) 新たな活性化因子の検索 

 β-Pix を大腸菌で発現させ精製を試みた。
今後このβ-Pix を用いて、Nox1 活性化への関
わりとシグナル伝達における役割について
細胞と無細胞系両方を用いて検討してゆき

たい。その他安定化因子と思われるβ−アクチ
ンについてこれを簡便に得る方法を確立し
た。 
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図４ 血管平滑筋細胞形質膜の Nox 活性

に与えるアンジオテンシン II の影響 
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図３ 大腸癌細胞の形質膜による O2
- 

生成活性と TNFα刺激による活性化 
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