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研究成果の概要（和文）： 
 Nox1 の活性化因子 Noxa1 を大腸菌で発現、精製する方法を確立した。また活性化に影響を与

えると思われるβPix および βアクチンを大腸菌で発現する方法を確立した。Nox1 の酵素源と
して大腸癌 Caco-2 細胞の形質膜を分画し、他の因子と会合させて無細胞系での Nox1 の活性化

法を確立し, 活性化の基本的な性質を明らかにした。さらに Nox2 をブタ好中球から精製し、純

粋無細胞系で Noxa１および Noxo1, Rac を用いて活性化し、Noxa1 の Nox2 活性化能およびキネ

ティクスを明らかにした。Nox1 を発現するモデル細胞を構築し、活性化因子と共発現すること

により Nox1 を細胞系で活性化し、O2
-の発生を見た。βPix の Nox 酵素活性化に与える影響を細

胞系、無細胞系で検討した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
  We established the method for production of Noxa1, an essential activating factor for 
Nox1 using E.coli. We also succeeded to express and purify βPix and β-actin, which 
may influence the activation of Nox1. We examined the cell-free activation of Nox1 
using Caco-2 plasma membrane as an enzyme source. We also clarified the kinetic 
properties of Noxa1 in a pure cell-free activation system containing Nox2 purified from 
porcine neutrophils. The model cell system of Nox1 was established using HEK293 
cells transfected with Nox1 cDNA as well as cDNAs for Noxa1 and Noxo1. The effect of 
βPix, a putative GEF for Rac, on the activation of Nox enzymes was examined in cell 
and cell-free system. 
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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
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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胞内
細胞内にシグナルとなるのか、その機構は謎
であった。（田村，生化学 2008） 

２．研究の目的 
 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
性化のしくみを分子レベルと細胞レベルで
明らかにすることを目的とした。またこの酵
素が発生する O2

-のシグナル分子としての生
成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)活性化タンパク質 Noxa1 の発現と精製 
大腸菌を用いて Nox1 の 3 つの活性化因子
Noxa1, Noxo1, Rac を発現し、精製した。さ
らに Noxa1 の短縮型（1-211）の融合タンパ
ク質 Noxa1N-Rac を創成した。それぞれ pGEX
ベクターを用い大腸菌で発現 G-Sepharose、
およびイオン交換カラムを用いて精製した。 

(2)大腸癌細胞の培養  
 ヒト大腸上皮癌細胞 Caco-2 を MEM 培地中
10％ウシ胎児血清、5％ CO₂存在下、37 ℃で
培養した。コンフルエントになる前日に、デ
ィッシュに TNFαをディッシュ 1 枚あたり 20 
ng/ml 加えて 24 時間刺激した。 

(3)形質膜の分離 
 培養した Caco-2 細胞から我々の方法によ
り Nox1 を含む形質膜を分画した。また Nox2
を含む形質膜はブタ好中球からすでに確立
した方法を用いて分画した。 

(4)好中球 Nox2 の精製 
ブタ好中球形質膜から可溶化し、イオン交換
カラム、アフィニティーカラムなどを用いて、
Nox2をp22との会合体 (シトクロム b558)とし
て精製した。脂質化して本来の高次構造をと
らせ、無細胞活性化実験に用いた。 

(5)O2
-生成活性測定 

 形質膜または精製 Nox2 に上記の Noxa1,  
Rac,(または p51N-Rac)と Noxo1,さらに補酵
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。 

(6)Nox1のモデル細胞での発現 

  HEK293 細胞にヒト Nox1 の遺伝子を pEF- 
BOS ベクターのかたちで電気穿孔により導入
し、さらに Noxa1,Rac,Noxo1 の遺伝子も導入
して 24 時間培養し、その後ルミノールに基
づく化学発光試薬により、O2

-の発生を検出し
た。いくつかの実験ではさらにβPix の遺伝子
も導入して行った。 
 
４．研究成果 
(1)活性化因子の大腸菌による発現と精製 
Nox1 の活性化因子と目される Noxa1(p51nox)
と Noxo1(p41nox)を組換体として得る方法を
確立した。大腸菌で発現させ、アフィニティ
ーやイオン交換カラムなどにより精製した、
それぞれ比較的よい収率で純粋なタンパク
質を得た。 

(2)大腸癌細胞のNox1の無細胞活性化 

 ヒト大腸癌細胞Caco-2のO2
-生成酵素Nox1を

上記の活性化因子により無細胞系で活性化す

ることに成功した。すなわち培養したCaco-2

から形質膜を分画し、Noxa1とNoxo1をRacと共

に加え、NADPHを添加するとO2
-が発生した。細

胞を予めTNFαで処理しておくとO2
-の発生は

上昇した。この系を用い、以下のことを見い

だした。i)電子供与体はNADPHであり、補酵素

としてFADが必要である、ii)Noxa1(V205A)お

よび Noxo1(W197R)では殆ど活性化が起きな

い、iii) Noxa1N-Rac融合タンパク質はNoxa1

とRacを個別に加えた場合より低い活性を示

す、などである。 

(3)Nox1のモデル細胞での発現 

  Nox1精製のための酵素源としてHEK293細

胞にNox1をトランスフェクトし、発現させる

系を確立した。Noxa1, Noxo1を共発現させる

ことにより、HEK細胞はO2
-を発生した。ここ

でRacの共発現は活性化を促進せず、むしろ

阻害した。HEK細胞は元々Racを発現している

が、外から加えたRacが阻害的に働く理由は

今のところ不明である。 

(4)Nox2の純粋無細胞活性化 

 Noxa1は無細胞系で精製したNox2を活性化

することを見いだした。Noxa1はNoxo1と低濃

度のSDSの存在化で、Nox2を活性化した。た

だしその効率はNoxa1ホモログのp67phoxより

はるかに低く(図1)、EC50は20倍の高さであっ

た。またVmaxはNoxa1/Noxo1ペアーの場合、

p67phox/p47phoxのペアーに対し３分の１程度

であった。またNoxa1を用いた時、Racの酵素

複合体に対する親和性も著しく低下した。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

図１ Noxa1によるNox2の活性化 
 

さらに、Noxa1/Noxo1ペアーではNox2酵素に対

するFADの親和性(表1)や複合体の安定性が

p67phox/p47phoxにくらべ著しく低下しているこ

とが判明した。複合体の安定性はNoxa1とRac 

(Q61L)を融合させても改善されなかった。 

表１ Nox2複合体に対するFADの親和性 

 

 

 

これらのことから、Noxa1はp67phoxとはかなり

異なる性質をもつことが明らかになった。こ

れらの結果は、Noxa１が細胞内でNox1の穏や

かな活性化因子として働くことを示唆した。

なお、Noxa1の変異体V205AやR103Eでは活性化

能は見られなかった。 

(5)その他の活性化因子の発現と調製 

 本酵素の安定化因子と思われる細胞骨格タ

ンパク質 β－アクチンについて、これを大腸菌
で発現させ精製する簡便な方法を確立した。ま

たその変異体を作成することに成功した。変異

体は自らの重合能が低下していた。   

(6)スーパーオキシドジスムターゼ(SOD)とNox

との関わり  

 Nox1とNox2の共通の活性化因子であるRacと

SODが相互作用することを見いだした。

Blot-binding assayで検討した結果、SODとRac

のタンパク間相互作用が検出された。RacはGTP

型/GDP型に拘らずSODに結合した。この相互作

用はRacをH2O2で酸化すると弱まった。Rac変異

体C189Sでは酸化による相互作用の低下がやや

抑えられたことからCys189が酸化される残基

の１つであることが示された。この場合一部２

量化が起こることも明らかになった。 

(7)Rac活性化因子βPixの調製 
 ヒトβPix遺伝子を大腸菌で発現させ、アフィ
ニティー精製、イオン交換クロマトなどを経

て均一にまで精製した。精製タンパク質は

Western blottingやTOF-MS質量分析により全

長βPixであることを確認した 

(8)βPixのNox活性化との関わり 
 精製βPixを用いてNoxの活性化因子Racとの
相互作用をDot-bindingにより検討した。Rac

はGDP型、GTP型ともにβPixと相互作用した。
モデル細胞を用いてNox1の活性化に対する影

響を、また無細胞系を用いてNox2への影響を

検討したが、いずれも活性化というよりむし

ろ阻害的に働く結果となった。これはβPixが
そのままでは不活性であることに起因すると

思われる。活性型にすべく数種の変異体を作

製した。現在これらのβPix変異体を用いてNox
の活性化への関与を検討している。                                                                    
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