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研究成果の概要（和文）：低用量LPSによって惹起されるコラーゲン誘発性関節炎は、Nox1遺伝子欠損マウス 
(Nox1-KO)で有意に抑制された。コラーゲン免疫２週後のpriming相における脾細胞のTh1/Th17応答は野生型およ
びNox1-KOで同等であった。一方、LPS投与２時間後に脾臓の単球・マクロファージ及び樹状細胞においてNox1遺
伝子発現が顕著に増加した。これらの細胞は関節炎の発症に重要であることから、NOX1はeffector 
(inflammation) 相において関節炎の発症に関わる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Nox1 deficiency significantly suppressed the onset and severity of the 
LPS-induced exacerbation of collagen-induced arthritis in mice. Splenocytes from both genotypes 
showed similar Th1/Th17 responses at 2 weeks after the collagen immunization. On the other hand, 
intraperitoneal injection of LPS increased NOX1 mRNA in CD11b+ monocytes/macrophages as well as 
CD11c+ dendritic cells of the spleen. These results suggest that NOX1 is involved in the effector 
(inflammation) phase of the experimental arthritis, but not in the priming phase. 

研究分野：薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NOX2/NADPH oxidaseの遺伝的機能欠損は自己免疫疾患の発症リスクを増大させる。このため自己免疫疾患におけ
るNOX2の抑制的役割は注目されているが、発現量で劣るNOX1についてはあまり解析が進んでいなかった。本研究
は、NOX1はNOX2と異なり自己免疫疾患の発症に寄与することを初めて報告したものであり、免疫系細胞における
NOX1の新しい役割を提起するものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
NADPH oxidase はスーパーオキシドおよび過酸化水素などの活性酸素種産生酵素である。

NADPH oxidaseには複数のアイソフォームがあるが、免疫細胞において最も注目されているア
イソフォームは NOX2 (gp91phox) である。NOX2は好中球に高発現し、ファゴソーム内で病原
体を殺菌する役割を担っており、その重要性はNox2の遺伝的機能欠損によって発症する慢性肉
芽腫症 (chronic granulomatous diseases: CGDs) からも支持される。CGDsの患者は細菌に対
する易感染症を示すだけでなく、高頻度に炎症性腸炎を合併し、また関節リウマチや全身性エリ
テマトーデスに似た自己免疫疾患症状を伴う。これらの事実は Nox2の遺伝子欠損マウスを用い
た研究でも確認されている。 
一方、申請者らは NOX1アイソフォームの研究を行ってきた中で、低用量 LPSによって惹起
されるコラーゲン誘発性関節炎は Nox1 遺伝子欠損マウス (Nox1-KO)で有意に抑制されること
を見出した。この結果は前述した NOX2 欠損によって自己免疫疾患発症リスクが増大するとい
う事実と相反している。特に NOX1 については免疫系細胞における役割の検討が進んでいない
ため、機序の解明が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では「異なる NOX アイソフォームによって自己免疫疾患の発症リスクが変わる」こと
に着目し、スーパーオキシド産生酵素と自己免疫疾患病態に関するパラドックスを解明するこ
とを目的とした。特に、免疫系細胞では NOX2に比べ発現量で劣る NOX1の解析が進んでいな
いことから、NOX1を中心に解析を進めた。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) コラーゲン誘発性関節炎モデルと内毒素 Lipopolysaccharide (LPS)処置 

C57BL6系雄性 13-20週齢のWTおよび Nox1-KOを用いた。トリコラーゲン Type II (CII) 
200 g/50 Lおよび完全フロイントアジュバント 50 Lを混和したエマルジョンを作製し、イ
ソフルラン麻酔下に背側尾部へ皮下投与を行なった (priming相)。3週後、LPS 40 gを腹腔内
投与した (effector相)。初回免疫より 8週後に血清を回収し、ELISA法により抗 CII抗体量を
測定した。 
 
(2) 脾細胞を用いた Th1/Th17応答 
 脾細胞を 2x106細胞ずつ 48ウェルプレートに播種し、95℃で 10分間熱変性させた CII (100 
g/mL) または陽性コントロールとしてコンカナバリン A (ConA, 5 g/mL) を添加した。培養 3
日後、培養上清中における IFN-および IL-17A濃度を ELISA法により測定した。 
 
(3) 磁気ビーズを使用した細胞分離 
 野生型マウスに LPS 40 g を腹腔内投与し、2時間後に脾細胞を回収した。塩化アンモニウ
ム溶液による溶血後、各種抗体を結合した磁気ビーズを用いた細胞分離を行い、各種免疫細胞を
回収後 total RNAを抽出し遺伝子解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Priming相における Th1/Th17応答解析 
 コラーゲン (CII) 免疫２週後に脾細胞を単離し、CII抗原刺激 3日後の IFN-および Th17A
を測定した。野生型およびNox1-KOいずれの細胞においても同等のサイトカイン上昇が認めら
れ、有意差はなかった。 
 
(2) Effector相における遺伝子発現解析 
 野生型マウスに LPS 40 gを腹腔内投与し 2時間後に脾臓の各種免疫細胞を回収した。NOX1
は特に、CD11b陽性単球・マクロファージ及び CD11c陽性樹状細胞において Nox1遺伝子発現
が顕著に増加した（図）。これらの細胞は関節炎の発症に重要であることから、NOX1は effector 



(inflammation) 相において関節炎
の発症に関わる可能性が示された。 
 
(3) 骨髄における遺伝子発現解析 
(2)の解析において、骨髄でも同様
にNox1遺伝子の発現増加が認めら
れた。特に単球・マクロファージ細
胞分画およびSca-1陽性細胞分画に
おいてその増加は顕著であった。野
生型およびNox1-KOより骨髄 Sca-
1 陽性細胞を抽出し RNA-seq 解析
を行なったところ、複数の遺伝子が
変動していた。今後詳細に解析する
予定である。 

 
(4) 増感剤を用いたスーパーオキシド測定系の開発 
 NOX1 活性（スーパーオキシド産生）を阻害する化合物のスクリーニングを進める中で偶然
に、スーパーオキシド検出を増感させる性質をもつ化合物 X を見出した。本化合物はバックグ
ラウンドシグナルには無影響であり、Signal/Noise比を著しく改善させた。スーパーオキシドは
高反応性かつ短寿命であり、特に少量のサンプルにおけるその検出は容易でないことから、化合
物 Xを増感剤とした検出系の改善が当該分野の発展に繋がると期待できる。 
 
(5)まとめ 
  
実験的関節炎の発症における NOX1の寄与は、Nox2やその関連因子 Ncf1 (p47phox) の遺伝子
欠損マウスで多数報告されているコラーゲン誘発性関節炎が悪化する結果と相反する表現型で
ある。NOX2については、抗原提示細胞の NOX2由来スーパーオキシドが自己反応性 T細胞シ
グナリングを抑制する可能性や、貪食細胞の NOX2 が死細胞クリアランスを促進することで、
免疫を負に制御する可能性が指摘されている。この点で NOX1 は異なる機序で関節炎の発症に
関わっており、関節炎の治療標的となり得る。機序について引き続き詳細に追究する必要がある
が、NOX1 はマクロファージから破骨細胞への分化を促進することや、単球由来の活性酸素種
が CXCL8産生を介して好中球浸潤を促すことが報告されていることから、複合的に関与する可
能性が考えられる。 
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