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活性 酸素 は、生体 の数 多 くの細胞 で常に産生 され てお り、細胞増 殖や分化、アポ トー
シスな ど種 々の生理学 的機能 に関与 している。 この活性 酸素を合成 す る酵 素 と して活性

酸 素合成 酵素(Nox)が あるが、器官 ・組織や細胞種 に よ り発現す る種類 が異な り、その

性状 の違 い も注 目され てい る。
一方 舌乳頭 は

、活性 酸素 を主 とす る 口腔 内ガス環境 に さらされ てお り、味蕾 にお ける
シグナル伝達 をは じめ とす る様 々 な機 能 は、 これ らの影 響 を受 けやす い と考 え られ る。しか しなが ら

、舌背粘膜や 味蕾にお ける活性 酸素の発生 、そ の合成酵素 の発現や動態に
ついて詳細 に検討 した報告 は、現在 まで認 め られ ない。 そ こで本研 究 では、マ ウス有郭
乳頭 と味蕾 にお ける活性酸素 の産生有無 と、合成酵 素のホモ ログの特徴 を知 る 目的で、

各Noxの 発 現 と局在 を免疫組織化学 的に検 索 した。

Ⅱ 研究方法(500字 程度)

実験動物 には8週 齢 、雄性C57BL/6NCrl系 マ ウス を用い た。実験方法 は、 まずマ ウスを
ペ ン トバル ビタールNaに て腹腔 内麻酔後 、開胸 し生理 的食塩 水の灌 流、4%パ ラホルム
アル デ ヒ ド液 にて灌 流 固定 を行 った。 その後舌 を摘 出、浸漬 固定後 、パ ラフィンに包
埋 、 ミクロ トームにて連続切片 を作製 した。 切片 は脱パ ラフィン後 、0 .3%H2O2含 有

恩タノール溶液 にて15分 間処理 し、内因性ペルオ キシダーゼ を不活性化 し、ブ ロッキング
、一次抗体 、二次抗 体に よる反応 を行い、免疫組 織化学的観 察 を行 った。一次抗体

としてNox1,Noxo1,Noxa1,Nox2,Nox3,Nox4抗 体、 さ らに味蕾 の Ⅱ型細胞 とⅢ型細胞 を鑑

別す るた め、 Ⅱ型細胞 のマー カー であ るgustducine抗 体 とⅢ型 細胞のマーカーで ある

SNAP-25抗 体 を用いた。ABC法 を施 した後 、DABに て発 色を行 い、5%methylgreenに よる

核染後 、光 学顕微鏡 にて観 察 した。加 えて、 Ⅱ型 とⅢ型 細胞 が発 現す るNoxの 種類 を

判別す るため、各Nox抗 体 と味細胞 マーカー を用い二重染色 を行 い、蛍光顕微鏡 にて観

察 した。 なお 、実験 は奥 羽大学動物 実験委員 会の承認 を得 て,奥 羽大学実験動物指針 を

遵 守 し行 った。



有 郭 乳 頭 の 上部 上皮 に お い て 、Nox1,Nox2,Nox3,Nox4お よびNoxo1,Noxa1の 陽 性反応

が 観 察 され た が 、側 方 で はNox1,Nox4お よびNoxo1,Noxa1に 陽 性 、Nox2で は弱 陽 性 、

Nox3は 陰性 で あ っ た。 乳頭 上 部 上皮 にお け るNox1,Noxa1の 反 応 は、 基 底 細 胞 層 、 有棘

細 胞 層 、顆 粒 細胞 層 で 陽性 を呈 し、 角 化 層 で は陰性 で あ っ た。 さ らにNox3,Nox4,

Noxo1で は 、 基底 細 胞 層 で 弱 陽 性 、 有 棘 細 胞 層 で 陽性 、 顆 粒 細 胞 層 で 強 陽 性 を示 した

が 、 角 化 層 で は 陰性 で あ った。 ま た 、Nox2の 反 応 は 、 基 底 細 胞 層 と角 化 層 で は陰 性

で あ っ た が 、有 棘 細 胞 層 の 一部 か ら顆 粒 細 胞 層 に か け て 陽 性 を示 した 。 有 郭 乳 頭 の

粘 膜 固有 層 に み られ る線 維 芽 細胞 、血 管 内皮 細胞 で は 、Nox1,Nox2,Nox4,Noxo1,Noxa1

に陽 性 を示 した が 、Nox3の 陽性 反 応 は み られ な か っ た。

さ らに 味 蕾 で は 、す べ て のNox種 の 発 現 が観 察 され た が 、 そ の発 現 パ ター ン は細胞

種 に よ り異 な っ て い た。Nox1の 陽性 反 応 は 味 細 胞 に 多 くみ られ 、Noxo1は 、 味 細 胞 と

支 持 細 胞 に 陽性 、基 底 細 胞 の 一 部 で 陽性 を示 した。Noxa1に お い て は、 陽性 を示 す 細

胞 は少 な く、一 部 の 味細 胞 で 陽 性で あ っ た。Nox2に つ い て は、 陽 性 を示 す 細胞 は 少 な

く、 一 部 の 味細 胞 に 限局 して い た。Nox3の 反 応 は 、 味 細胞 と支 持 細胞 に強 陽性 で あ っ

た 。Nox4に つ い て は 、 味 蕾 を構 成 す る細胞 す べ て に 陽性 反応 が み られ た 。

二 重 染 色 か ら、 Ⅱ型 細 胞 がNox1,Nox3,Nox4お よびNoxo1,Noxa1を 発 現 す る結 果 が

得 られ 、 Ⅲ型 細 胞 で は 、Nox1,Nox3,Nox4お よびNoxo1,Noxa1に 加 えて 、 Ⅱ型 細胞 で は

み られ な か っ たNox2が 特 異 的 に発 現 す る こ とが判 明 した。

これ までNox1,Nox3を 介 した活性 酸素 の合成 にはNoxa1とNoxo1の 発現 が必要であ る

ことが知 られてお り、本研 究 において もNox1,Nox3の 発現部位 とNoxo1,Noxa1の 発現

部位 は、一致 していた。 このこ とは、有郭乳頭 に発現 していたNox1,Nox3は 、Noxo1,
Noxa1を 介 して、活性酸 素 を産生 してい る ことを示唆す る結果 であ る。 また、Nox1と

Noxo1,Noxa1が 有郭 乳頭 の各部位 で発 現 していた こ とか ら、多量 の活性酸素 が常 に産

生 され てお り、活性酸 素が何 らかの機 能 に関連す るこ とが伺 われ た。

有郭乳頭 の上皮組織 にお ける各Noxの 発現 は、乳頭 の特 に上部 に共通 して観察 され 、
いずれ のNoxも 角化層 では陰 性であ り、基底細胞 層か ら有棘 、顆粒細胞層 にかけて、

徐 々に反応性 が増強す る傾 向 を示 した。 この結果は、 よ り表層 に近 い顆粒細胞層で 、
Noxを 介 した活性酸素 の合成 が活発 とな り、 この活性 酸素 は生体防御 や角化 の過程 に

関与す る可能性 が考 え られ た。
さ らに、味蕾 で も各種Noxの 発 現が観 察 され 、 その発 現 は味蕾 の構 成細胞種 によ り

異な ってい た。 味細胞 では、多 くのNox種 が発現 し、特 にNox1は 味細胞 に発現 が限局
していた。 この味細胞 におけるNox1の 機能 をNox1 KOマ ウスの報告か ら考 えれ ば、

Nox1は 味覚情報 の感 受性 を高めるた めに特異 的に発現す るもの と思われた。 加 えて、

味細胞 の Ⅱ型細胞 よ りもⅢ型細胞 にお いて、多 くのNox種 の発 現が観 察 された こ とは、

神経線維 とシナプス形成 を もつⅢ型細胞 で、 よ り多 くの活性酸 素が必 要 とされ る結 果
であ る と考 え られた。 この味覚情報 の伝達 には、Nox2を 介 したシ グナ ルが重 要 な役割

を担 う可能 性が示 され た。


