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　　　　　 Recently　 it　 has　 been　 reported　 that　 reactive　 oxygen　 plays　 an

important　 role　 in　 several　 physiological　 processes .　Reactive　 oxygen　 is

generated　 by　 reactive　 oxygen-synthesizing　 enzymes　 (Nox).　 Different

homologs　 are　 expressed　 depending　 on　 the　 organs
,　tissues,　 and　 cells,　 and

investigation　 of　 the　 types　 and　 functions　 of　 enzymes　 expressed　 in　 various

tissues　 is　underway.　 We　 immunohistochemically　 investigated　 expression

and　 localization　 of　 the　 Nox　 family　 in　a　mouse　 circumvallate　 papillae .

　　　　　 In　 the　 epithelium　 of　 the　 circumvallate　 papilla,　 Nox　 1,2,3,　 and　 4,

Noxo1,and　 Noxa1　 were　 expressed.　 In　 the　 papilla,　 Nox　 2　was　 more　 weakly

expressed　 in　 the　 lateral　 than　 in　 the　 upper　 part
,　and　 Nox　 3　 was　 not

expressed.　 In　the　 epithelium　 ofthe　 upper　 part　 of　the　 papilla
,　Nox　 1,3,and

4,Noxo　 1,　 and　 Noxa　 1　 were　 weakly　 positive　 in　 the　 basal　 cell　 layer
,

positive　 in　 the　 prickle　 cell　 layer,　 strongly　 positive　 in　 the　 granule　 cell

layer,　 and　 negative　 in　 the　 cornified　 layer.　 Nox　 2　was　 negative　 in　the　 basal

cell　 and　 cornified　 layers　 and　 locally　 positive　 in　 a　part　 of　 the　 prickle　 cell

layer　 and　 granule　 cell　 layer.　 In　 the　 taste　 buds,　 Nox　 1
,2,3,　 and　 4,　Noxo　 1,

and　 Noxa　 1　were　 expressed;the　 Nox　 expression　 pattern　 varied　 with　 the

cell　 type.　 In　 type　 II　 cells,　 Nox　 1,3,　 and　 4,　 Noxo　 1
,　and　 Noxa　 1　 were

expressed.　 In　 type　 III　 cells,　 Nox　 2,　 besides　 Nox　 1
,3,　 and　 4,　 Noxo　 1,and

Noxa　 1,were　 specifically　 expressed,　 unlike　 in　 other　 taste　 bud　 cells .

　　　　　In　 the　 mouse　 circumvallate　 papilla,　 Nox　 is　 always　 expressed,

suggesting　 the　 generation　 of　 reactive　 oxygen .　Of　 note,　 Nox　 signaling　 may

be　 involved　 in　the　 biological　 defense　 and　 cornification　 mechanisms　 in　the

upper　 epithelium　 of　 the　 circumvallate　 papillae　 and　 transmission　 of

information　 on　 taste　 in　 the　 taste　 buds .
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 和 文 抄 録

　 近 年,活 性 酸 素 は 様 々 な 生 理 学 的 過 程 で 重 要 な 役 割 を

も つ こ と が 報 告 さ れ て い る 。 活 性 酸 素 は 活 性 酸 素 合 成 酵

素(Nox)に よ っ て 産 生 さ れ る 。 こ の 酵 素 は 器 官,組 織

や 細 胞 に よ っ て 発 現 す る ホ モ ロ グ が 異 な る こ と か ら,

様 々 な 組 織 に お い て 発 現 す る 酵 素 の 種 類 と,そ の 機 能 に

関 し て 検 索 が 進 め ら れ て い る 。 我 々 は,マ ウ ス 有 郭 乳 頭

に お け るNoxフ ァ ミ リ ー の 発 現 と 局 在 を 免 疫 組 織 化 学 的

に 検 索 し た 。

　 有 郭 乳 頭 の 上 皮 に はNox1,2,3,4お よ びNoxo1,Noxa1の

発 現 が 観 察 さ れ た が,Nox2は 乳 頭 上 部 に 比 べ,側 方 で は

反 応 性 が 減 弱 す る 傾 向 を 示 し,Nox3の 発 現 は み ら れ な か

っ た 。 乳 頭 上 部 上 皮 に お け る 反 応 は,Nox1 ,3,4お よ び

Noxo1,Noxa1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 は 強 陽 性 と 増 強 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,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

陽 性 反 応 が 限 局 し て い た 。 味 蕾 で はNox1,2,3,4お よ び

Noxo1,Noxa1の 発 現 が 観 察 さ れ,細 胞 種 に よ りNoxの 発

現 パ タ ー ン は 異 な っ て い た 。 Ⅱ 型 細 胞 で はNox1,3,4お よ

びNoxo1,Noxa1の 発 現 が み ら れ た が,Ⅲ 型 細 胞 で は

Nox1,3,4お よ びNoxo1,Noxa1に 加 え て,他 の 味 蕾 の 細 胞

で は み ら れ な か っ たNox2が 特 異 的 に 発 現 し て い た 。

　 マ ウ ス 有 郭 乳 頭 で はNoxが 常 に 発 現 し て お り,活 性 酸

素 が 産 生 さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 特 に,有 郭 乳 頭

の 上 部 上 皮 で は 生 体 防 御 や 角 化 の 過 程 に ,味 蕾 で は 味 覚

情 報 の 伝 達 にNoxを 介 し た シ グ ナ ル が 関 連 す る 可 能 性 が

本 研 究 よ り 示 さ れ た 。

キ ー ワ ー ド:NADPH　 oxidase,　 Nox,活 性 酸 素 ,有 郭 乳 頭,

　 　 　 　 　 免 疫 組 織 化 学



　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 緒 　 言

　 舌 背 粘 膜 に は 様 々 な 形 態 の 舌 乳 頭 が 存 在 し,そ の 上 皮

に は 種 々 の 味 覚 を 受 容 す る 味 蕾 が 多 数 存 在 す る 。 舌 乳 頭

に 関 し て は,そ の 数 や 分 布 状 況 お よ び 組 織 構 造 な ど に 差

異 が み ら れ る こ と が 詳 細 に わ た っ て 報 告 さ れ て お り,ま

た 舌 乳 頭 の 形 成 過 程 に は 多 く の 細 胞 増 殖 因 子 が 関 与 す る

と さ れ て い る1～3)。 味 蕾 は 舌 乳 頭 上 皮 の み な ら ず,口 腔

粘 膜 や 咽 頭 粘 膜 の 上 皮 に も 存 在 し,100個 程 度 の 細 胞 か

ら な る 球 状 の 組 織 構 造 物 で あ り4),味 蕾 の 構 成 細 胞 は 光

顕 的 に,味 細 胞,支 持 細 胞,基 底 細 胞 の3種 に 分 類 さ れ

る5)。 こ の う ち 味 物 質 を 受 容 す る 味 細 胞 は 電 子 顕 微 鏡 観

察 に お い て,神 経 線 維 と の シ ナ プ ス 形 成 の 有 無 に よ り2

種 類 に 分 類 さ れ る 。 す な わ ち,シ ナ プ ス を 形 成 し な い 味

細 胞 を Ⅱ 型 細 胞,シ ナ プ ス を 形 成 す る 味 細 胞 を Ⅲ 型 細 胞

と 呼 ぶ4)。 な お 味 蕾 の 支 持 細 胞 は1型 細 胞 ,基 底 細 胞 は

IV型 細 胞 と 呼 ば れ て い る4)。 種 々 の 味 物 質 を 受 容 す る 味

細 胞 と 神 経 線 維 と の シ グ ナ ル 伝 達 機 構 に つ い て は 未 だ 充

分 に は 解 明 さ れ て お ら ず,現 在 も 研 究 が 進 め ら れ て い る 。

加 え て,舌 乳 頭 の 形 態 形 成 に つ い て も,細 胞 増 殖 因 子 の

発 現 の み で は 不 充 分 で あ る 。

　 活 性 酸 素 は 生 体 内 の 数 多 く の 細 胞 で 常 に 産 生 さ れ て お

り,細 胞 増 殖6，7)や 細 胞 分 化8，9)の 調 節,ア ポ ト ー シ ス の

誘 導10,11)な ど に 関 与 し て い る 。 し か し,活 性 酸 素 の 機 能

は,活 性 酸 素 を 産 生 す る 細 胞 や 組 織 に よ っ て 異 な っ て お

り,好 中 球 や マ ク ロ フ ァ ー ジ で は 異 物 や 細 菌 の 処 理12),

精 子 で は そ の 運 動 性 の 亢 進13),甲 状 腺 で は ホ ル モ ン 産 生

14)な ど 多 様 な 働 き が 報 告 さ れ て い る
。 活 性 酸 素 合 成 酵 素

で あ るNADPH　 oxidase(Nox)は 複 数 の タ ン パ ク 質 か ら

な る 複 合 体 で あ り,構 成 す る タ ン パ ク 質 の 違 い に よ り ,

現 在 の と こ ろNox1,　 Nox2,　 Nox3,　 Nox4,　 Nox5お よ び



dual　 oxidase(DUOX)1,2の7種 類 の ホ モ ロ グ が 存 在 す

る15，16)こ と が 判 明 し て い る 。 そ れ らNoxの 発 現 状 況 は ,

生 体 の 細 胞 や 組 織 ・臓 器 ご と に 異 な っ て お り15,16) ,様 々

な 細 胞 ・組 織 に つ い て 発 現 す るNoxの 種 類 と そ の 機 能 に

関 し て の 検 討 が 現 在 も 進 め ら れ て い る 。 こ れ らNoxの 中

でNox1は,消 化 管 の 上 皮 細 胞 に 発 現 し,局 所 に お け る

感 染 防 御 に 関 与 し て お り,活 性 酸 素 合 成 が 亢 進 す る 際 に

は 他 のNoxよ り も 著 明 に 活 性 酸 素 が 産 生 す る と さ れ て い

る17)。 さ ら にNox1は,血 管 平 滑 筋 細 胞 に も 発 現 し 血 液

循 環 に も 関 与 し て お り18),そ の 他 各 種 シ グ ナ ル 伝 達 分 子

と し て 働 き,細 胞 増 殖 に も 関 与 し て い る15,16) 。Nox2は

病 原 菌 に 対 す る 食 細 胞 の 防 御 反 応15，16)に,Nox3は 耳 石

形 成15，16，19)な ど に そ れ ぞ れ 関 与 し,Nox4は 恒 常 的 に 少

量 の 活 性 酸 素 を 産 生 し て い る と 考 え ら れ,多 く の 細 胞 ・

組 織 で 発 現 し て お り,特 に 血 管 内 皮 細 胞 で 高 い 発 現 が み

ら れ る20)。 な お,Nox1とNox3を 介 し た 活 性 酸 素 の 合 成

に は,Nox　 organizer　 1(Noxo1)お よ びNox　 activator　 1

(Noxa1)の 共 発 現 が 必 要 で あ る と 報 告 さ れ て い る15，21)。

　 有 郭 乳 頭 は 口 腔 内 ガ ス 環 境 に さ ら さ れ,生 体 防 御 と の

関 連 も 深 い こ と か ら,有 郭 乳 頭 に お い てNoxが 機 能 し て

い る こ と が 推 察 さ れ る 。 ま た,有 郭 乳 頭 上 皮 に 存 在 す る

味 蕾 で は 細 胞 の 分 化 や シ グ ナ ル 伝 達 に,Noxが 関 与 す る

可 能 性 が 考 え ら れ る 。 し か し 現 在 ま で,有 郭 乳 頭 と 味 蕾

に お け る 活 性 酸 素 合 成 酵 素 の 分 布 と 種 類,さ ら に は そ の

動 態 に つ い て 詳 細 に 検 討 し た 報 告 は み ら れ な い 。 そ こ で

本 研 究 で は,マ ウ ス 有 郭 乳 頭 に お け る 活 性 酸 素 の 産 生 と

そ の 機 能 を 解 明 す 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 。



　 　 　 　 　 　 　 　 　 材 料 お よ び 方 法

1.実 験 動 物

　 実 験 動 物 に は8週 齢,雄 性C57BL/6NCrl系 マ ウ ス(日

本 チ ャ ー ル ズ ・ リ バ ー,横 浜)を 用 い た 。 購 入 後,実 験

動 物 用 固 形 飼 料(オ リ エ ン タ ル 酵 母 工 業,東 京)と 水 を

自 由 に 摂 取 さ せ,奥 羽 大 学 実 験 研 究 施 設 内(室 温23℃ ,

湿 度65%)で 飼 育 し た 。 な お,飼 育 は 奥 羽 大 学 動 物 実 験

委 員 会 の 承 認(動 物 実 験 許 可 番 号:平 成26年 度 第2014-25

号)を 得 て,奥 羽 大 学 動 物 実 験 規 程 を 遵 守 し て 行 っ た 。

2.試 料 作 製 方 法

　 マ ウ ス に ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム(50mg/kg)で

腹 腔 内 麻 酔 を 行 っ た 後,開 胸 し 左 心 室 よ り 生 理 食 塩 水 を

灌 流 し た 。4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ・ リ ン 酸 緩 衝 液

(pH6.2)で 灌 流 固 定 後,舌 を 摘 出 し た 。 さ ら に,同 液 に て

摘 出 し た 舌 を4℃ 　24時 間 浸 漬 固 定 し,パ ラ フ ィ ン に 包 埋,

ミ ク ロ ト ー ム に て 厚 さ5μmの 連 続 切 片 を 作 製 し た 。切 片

は 組 織 学 的 観 察 の た め に ヘ マ ト キ シ リ ン ー エ オ ジ ン

(H-E)染 色 を 行 い,光 学 顕 微 鏡 に て 観 察 し た 。

3.免 疫 組 織 化 学 的 染 色

　 パ ラ フ ィ ン 切 片 を 脱 パ ラ フ ィ ン 後,0.3%H2O2含 有 メ

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 た 。 次 い で10%正 常 ヤ ギ ,ウ サ ギ 血 清

(VECTASTAIN R Elite　 ABC　 Kit,　 VECTOR　 Lab.　 Inc.,　 USA)

を 用 い て1時 間,ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 を 行 い ,そ の 後 一 次

抗 体 を 反 応 さ せ た 。

　 本 研 究 で は 一 次 抗 体 と し て,抗 ヒ トNox1ウ サ ギ ポ リ

ク ロ ー ナ ル 抗 体(bs-3682R,　 Bioss　 Inc .,　MA,　 USA)(希 釈 倍

率1:500),抗 ヒ トNoxo1ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体

(600-401-899,Rockland　 Inc.,PA,　 USA)(希 釈 倍 率1:500),

抗 マ ウ スNoxa1ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体(sc-22764
,



Santa　 Cruz　 Biotechnology　 Inc.,CA ,　USA)(希 釈 倍 率1:500),

抗 ヒ トNox2ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体(bs-3889R,　 Bioss

Inc.,MA,　 USA)(希 釈 倍 率1:500),抗 ヒ トNox3ウ サ ギ ポ

リ ク ロ ー ナ ル 抗 体(bs-3683R,　 Bioss　 Inc.,　 MA,　 USA)(希 釈

倍 率1:500),抗 ラ ッ トNox4ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体

(bs-3684R,　 Bioss　 Inc.,　 MA,　 USA)(希 釈 倍1:1000),な ら

び に 味 蕾 Ⅱ 型 細 胞 を 識 別 す る た め に 抗 ラ ッ トgustducine

ヤ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体(sc-26890,　 Santa　 Cruz

Biotechnology　 Inc.,　 CA,　 USA)(希 釈 倍 率1:1000)お よ び

Ⅲ 型 細 胞 を 標 識 す る た め 抗 ヒ トsynaptosomal-associated

protein-25(SNAP-25)ヤ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体

(AP16359PU-N,　 Acris　 Antibodies　 Inc.,CA,　 USA)　 (希 釈 倍

率1:2000)を 用 い た 。 各 一 次 抗 体 は 室 温 に て,18時 間 反

応 さ せ た 。

　 次 に,二 次 抗 体 と し て ビ オ チ ン 標 識 抗 ウ サ ギ ・ ヤ ギ 抗

体 も し く は ビ オ チ ン 標 識 抗 ヤ ギ ・ ウ サ ギ 抗 体

(VECTASTAIN R Elite　 ABC　 Kit,　 VECTOR　 Lab.　 Inc.,　 USA)

を 室 温 に て1時 間,そ の 後 ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 標 識 ス ト レ

プ ト ア ビ ジ ン(VECTASTAIN R　 Elite　 ABC　 Kit ,　 VECTOR

Lab.Inc.,　 USA)を1時 間 室 温 で 反 応 さ せ た 。

3.3-diaminobenzidine　 tetrahydrochloride　 (DAB)

(ダ コ ・ ジ ャ パ ン,東 京)に て 発 色 を 行 い,5%methyl

green(武 藤 化 学 薬 品,東 京)に て 核 染 後,光 学 顕 微 鏡 に

て 観 察 を 行 っ た 。 ま た,切 片 の 洗 浄 お よ び 抗 血 清 の 希 釈

に は0.05M　 Tris塩 酸 緩 衝 液(pH7.6)を 用 い た 。 免 疫 染 色 の

陰 性 対 照 と し て,一 次 抗 体 の 代 わ り に 正 常 ウ サ ギ ま た は

ヤ ギ 血 清(DAKO　 Corp.,　 CA,　 USA)を 用 い て 同 様 の 反 応 を

行 っ た 。

　 一 方,各 種Nox抗 体 と 味 細 胞 マ ー カ ー の 二 重 免 疫 染 色

に つ い て は,10%正 常 ロ バ 血 清(sc-2044 ,　 Santa　 Cruz



Biotechnology　 Inc.,　 CA,　 USA)を 用 い1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ

処 理 を 行 い,各 抗 体 の 希 釈 倍 率 を1:200と し た 抗 体 混 合

液 を 室 温 に て,18時 間 反 応 さ せ た 。 次 い で,Alexa　 Fluor

555標 識 抗 ウ サ ギ ・ロ バ 抗 体(bs-0295D-A555 ,Bioss　 Inc.,

MA,　 USA)(希 釈 倍 率1:100)とAlexa　 Fluor　 488標 識 抗 ヤ

ギ ・ ロ バ 抗 体(bs-0294D-A488,　 Bioss　 Inc.,　 MA,　 USA)(希

釈 倍 率1:100)の 抗 体 混 合 液 を 暗 室 内 に て2時 間 室 温 で

反 応 さ せ,封 入 後 直 ち に 蛍 光 顕 微 鏡 に て 観 察 し た 。

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 結 　 果

1.有 郭 乳 頭 に お け る 各Noxの 局 在

　 有 郭 乳 頭 は 円 柱 状 の 形 態 を 呈 し て お り,乳 頭 上 部 の 上

皮 は 角 化 し て い た が,側 方 上 皮 は 非 角 化 で 上 皮 内 に は 味

蕾 が 複 数 存 在 し て い た(図1)。

　 Nox1の 陽 性 反 応 は 有 郭 乳 頭 の 上 皮 か ら 粘 膜 固 有 層 の

広 範 囲 に み ら れ,特 に 乳 頭 上 部 の 上 皮 で 陽 性 反 応 が 強 く

な る 傾 向 を 示 し た(図2-a)。 乳 頭 上 部 の 上 皮 に お い て,

基 底 細 胞 層,有 棘 細 胞 層 お よ び 顆 粒 細 胞 層 にNox1陽 性

反 応 が み ら れ た が,角 化 層 はNox1陰 性 で あ っ た 。 粘 膜

固 有 層 で は,多 く の 線 維 芽 細 胞 と 血 管 内 皮 細 胞 にNox1

陽 性 反 応 が 観 察 さ れ た(図3-a)。

　 Noxo1とNoxa1の 反 応 は い ず れ もNox1の 反 応 と 類 似

し て お り,有 郭 乳 頭 の 上 皮 と 粘 膜 固 有 層 にNoxo1と

Noxa1の 陽 性 反 応 が み ら れ た(図2-b,c)。 有 郭 乳 頭 上 部

の 上 皮 に お け るNoxo1の 強 陽 性 反 応 は,基 底 細 胞 層 か ら

顆 粒 細 胞 層 に み ら れ,角 化 層 はNoxo1陰 性 で あ っ た 。(図

3-b)。 有 郭 乳 頭 上 部 の 上 皮 に お け るNoxa1陽 性 反 応 は ,

NOXO1陽 性 反 応 と 同 様 に 基 底 細 胞 層,有 棘 細 胞 層 お よ び

顆 粒 細 胞 層 に 観 察 さ れ た が,そ の 反 応 強 度 はNoxo1に 比

べ 弱 か っ た(図3-c) 。 一 方,粘 膜 固 有 層 で は 多 く の 線 維



芽 細 胞 と 血 管 内 皮 細 胞 にNoxo1陽 性 反 応 とNoxa1の 陽 性

反 応 が 観 察 さ れ た(図3-b,c)。

　 Nox2の 反 応 は,有 郭 乳 頭 の 上 部 の 上 皮 で は 陽 性 反 応 が

み ら れ た が,乳 頭 側 方 の 上 皮 で は 弱 陽 性 で あ り,乳 頭 全

体 の 粘 膜 固 有 層 で も 陽 性 反 応 が 観 察 さ れ た(図2-d)。 乳

頭 上 部 の 上 皮 に お け るNox2の 反 応 は,基 底 細 胞 層 と 角

化 層 で 陰 性 で あ り,有 棘 細 胞 層 の 一 部 か ら 顆 粒 細 胞 層 に

陽 性 反 応 が 限 局 し て い た 。 粘 膜 固 有 層 で は 線 維 芽 細 胞 と

血 管 内 皮 細 胞 にNox2陽 性 反 応 が み ら れ た(図3-d)。

　 Nox3の 陽 性 反 応 は,有 郭 乳 頭 の 上 部 上 皮 に 限 局 し て お

り,側 方 上 皮 で は 陰 性 で あ っ た(図2-e)。 乳 頭 上 部 の 上

皮 に お け るNox3の 反 応 は,基 底 細 胞 層 で は 弱 陽 性 で あ

っ た が,有 棘 細 胞 層 で は 陽 性,顆 粒 細 胞 層 で は 強 陽 性 を

呈 し て お り,角 化 層 と 粘 膜 固 有 層 で は,陰 性 で あ っ た(図

3-e)。

　 Nox4の 陽 性 反 応 は,有 郭 乳 頭 の 上 部 の 上 皮 の み な ら ず

側 方 上 皮 に お い て も 観 察 さ れ,粘 膜 固 有 層 で も 弱 陽 性 反

応 が み ら れ た(図2-f)。 乳 頭 上 部 の 上 皮 に お け るNox4

の 反 応 は,Nox3と 同 様 の 傾 向 を 示 し,基 底 細 胞 層 で 弱 陽

性,有 棘 細 胞 層 で 陽 性,顆 粒 細 胞 層 で は 強 陽 性 で あ っ た

が,角 化 層 で は 陰 性 で あ っ た 。 粘 膜 固 有 層 に 分 布 す る 血

管 内 皮 細 胞 や 線 維 芽 細 胞 で もNox4陽 性 反 応 が 観 察 さ れ

た(図3-f)。 乳 頭 上 皮 に お け る 免 疫 染 色 所 見 の ま と め を

表 に 示 す(表1)。

2.味 蕾 に お け る 各Noxの 局 在

　 有 郭 乳 頭 の 側 方 に は,多 く の 細 胞 か ら 構 成 さ れ た 球 状

を 呈 す る 味 蕾 が 数 多 く 配 列 し て い た(図1,4)。 味 蕾 は

細 胞 質 が 明 調 で 円 形 の 核 を 有 す る 味 細 胞,細 胞 質 が 暗 調

で 扁 平 な 核 の 支 持 細 胞 ， 味 蕾 の 基 底 側 に み ら れ る 基 底 細

胞 の3種 類 の 細 胞 か ら 構 成 さ れ て い た(図4-i)。



　 Nox1の 反 応 は,味 細 胞 の 多 く に 陽 性 反 応 が み ら れ た が,

基 底 細 胞 と 支 持 細 胞 で は 陽 性 反 応 は ほ と ん ど 観 察 さ れ な

か っ た(図4-a)。Noxo1の 反 応 は ,味 細 胞 と 支 持 細 胞 で

は 陽 性 を 呈 し,基 底 細 胞 で も 陽 性 を 示 す 細 胞 が 散 在 し て

い た(図4-b)。Noxa1の 反 応 は ,Nox1,　 Noxo1の 反 応 に

比 べ 陽 性 を 示 す 細 胞 は 少 な く,一 部 の 味 細 胞 で 陽 性 で あ

っ た(図4-c)。Nox2の 反 応 は,味 蕾 で 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(図4-d)。

Nox3の 反 応 は,　 Nox1と 類 似 し て お り ,味 細 胞 と 支 持 細

胞 に 陽 性 反 応 が み ら れ た が,そ の 反 応 性 は 強 く 観 察 さ れ

た(図4-e)。 　 Nox4の 反 応 は,他 のNoxの 反 応 と は 異 な

り,味 蕾 を 構 成 す る 味 細 胞,支 持 細 胞,基 底 細 胞 す べ て

に 陽 性 反 応 が み ら れ た(図4-f)。 Ⅱ 型 細 胞 を 標 識 す る

gustducineを 用 い た 免 疫 染 色 で は,味 蕾 内 に 陽 性 を 示 す

細 胞 が み ら れ た(図4-g)。 さ ら に,Ⅲ 型 細 胞 を 標 識 す る

SNAP-25を 用 い た 免 疫 染 色 で も 同 様 に ,陽 性 を 示 す 細 胞

が 味 蕾 内 に 観 察 さ れ た(図4-h)。

3.Ⅱ 型,Ⅲ 型 細 胞 に お け る 各Noxの 局 在

　 Ⅱ 型,Ⅲ 型 細 胞 の マ ー カ ー を 用 い,各Noxの 発 現 を 二

重 免 疫 染 色 に よ り 検 索 し た(図5～8)。

　 抗gustducine抗 体 を 用 い た 二 重 免 疫 染 色 で は,

gustducineとNox1を 共 発 現 す る 細 胞 が 観 察 さ れ た が,一

部 の 細 胞 で は 共 発 現 が み ら れ ず,Nox1の み 陽 性 で あ っ た

(図5-a)。gustducineとNoxo1を 共 発 現 す る 細 胞 も 少 数

観 察 さ れ,共 発 現 が な くNOXO1の み を 発 現 す る 細 胞 が 数

多 く み ら れ た(図5-b)。 こ れ に 対 し てNoxa1で は,

gustducineとNoxa1を 共 発 現 す る 細 胞 も 観 察 さ れ,共 発

現 せ ず にNoxa1の み を 発 現 す る 細 胞 は 少 な か っ た(図5

-c) 。Nox2の 反 応 はNox1の 反 応 と は 異 な り,gustducine

とNox2を 共 発 現 す る 細 胞 は 観 察 さ れ な か っ た(図6-d)。



Nox3とgustducineを 共 発 現 す る 細 胞 は 観 察 さ れ た が ,一

部 の 細 胞 で は 共 発 現 が み ら れ ず,Nox3の み 陽 性 で あ っ た

(図6-e)。gustducineとNox4を 共 発 現 す る 細 胞 も 観 察

さ れ た が,共 発 現 し な いNox4の み を 発 現 す る 細 胞 が 数

多 く み ら れ た(図6-f)。

　 抗SNAP-25抗 体 を 用 い た 二 重 免 疫 染 色 の 結 果 で は,

SNAP-25とNox1を 共 発 現 す る 細 胞 が 観 察 さ れ ,ご く 一

部 の 細 胞 がNox1の み 陽 性 を 示 し た(図7-a)。 　 Noxo1,

Noxa1も 同 様 の 反 応 を 示 し,　 SNAP-25とNoxo1 ,　 Noxa1

を 共 発 現 す る 細 胞 が 観 察 さ れ,Noxo1,　 Noxa1の み を 発

現 す る 細 胞 は わ ず か で あ っ た(図7-b,c)。 　 Nox2の 反 応

はNox1の 反 応 と は 異 な り,SNAP-25とNox2を 共 発 現 す

る 細 胞 が 観 察 さ れ た が,Nox2の み を 発 現 す る 細 胞 は み ら

れ な か っ た(図8-d)。Nox3とSNAP-25の 反 応 で は,共

発 現 す る 細 胞 とNox3の み 発 現 す る 細 胞 が 存 在 し て い た

(図8-e)。SNAP-25とNox4を 共 発 現 す る 細 胞 がNox3

と 同 様 に 観 察 さ れ,共 発 現 し な いNox4の み を 発 現 す る

細 胞 も み ら れ た(図8-f)。 味 蕾 に お け る 免 疫 染 色 の 所 見

の ま と め を 表 に 示 す(表2)。

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 考 　 察

　 舌 乳 頭 は,口 腔 内 ガ ス 環 境 に さ ら さ れ,口 腔 細 菌 感 染

の 侵 襲 も 受 け 易 く,生 体 防 御 と の 関 連 も 深 い 。 さ ら に,

マ ウ ス 舌 乳 頭 は 角 化 重 層 扁 平 上 皮 で あ る こ と か ら ,細 胞

増 殖 や 細 胞 分 化 の 過 程 を 観 察 す る の に 好 都 合 で あ る 。 ま

た,味 蕾 の Ⅲ 型 細 胞 は,神 経 線 維 と シ ナ プ ス を 形 成 す る

こ と か ら,シ グ ナ ル 伝 達 機 構 を 解 析 す る モ デ ル と な る 。

　 活 性 酸 素 合 成 酵 素 で あ るNoxは,7種 類 あ る と 報 告 さ

れ て い る15，16)が,Nox1とNox3を 介 し た 活 性 酸 素 の 合 成

に はNoxa1お よ びNoxo1の 発 現 が 必 要 で あ る こ と が 判 明



し て い る15，21)。 本 研 究 結 果 に お い て,Nox1と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 お い て 発 現 す るNox1 ,3で もNoxo1,

Noxa1を 介 し て,活 性 酸 素 を 産 生 す る こ と を 証 明 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,Nox1に よ り 多 量 の 活 性 酸

素 が 常 に 産 生 さ れ て お り,活 性 酸 素 が 有 郭 乳 頭 の 何 ら か

の 機 能 に 関 連 す る こ と が 伺 わ れ た 。 本 研 究 で は ,Nox1,

3以 外 に も 各Noxの 発 現 が 観 察 さ れ,そ れ ら の 局 在 に は

以 下 に 述 べ る よ う な 差 異 が み ら れ た 。

　 ま ず,有 郭 乳 頭 の 上 皮 組 織 に お け る 各Noxの 発 現 は,

有 郭 乳 頭 の 特 に 上 部 の 上 皮 組 織 に 共 通 し て 観 察 さ れ た 。

有 郭 乳 頭 上 皮 は 角 化 重 層 扁 平 上 皮 で 構 成 さ れ,各 層 に お

け るNoxの 発 現 を 検 索 し た 結 果,い ず れ のNoxも 角 化 層

で は 陰 性 で あ っ た 。 し か し,各Noxの 発 現 は 基 底 細 胞 層

で は 弱 陽 性 を 示 し,有 棘 細 胞 層 か ら 顆 粒 細 胞 層 に か け て

徐 々 に 強 陽 性 を 示 す 傾 向 が み ら れ た 。こ れ ら の 結 果 か ら,

有 棘 細 胞 層 か ら 顆 粒 細 胞 層 に 移 行 す る の に 伴 いNoxが 数

多 く 発 現 し,活 性 酸 素 が 多 量 に 産 生 し て い る 可 能 性 が 伺

わ れ た 。 有 郭 乳 頭 上 部 は 口 腔 に 面 し て お り,口 腔 細 菌 な

ど の 侵 襲 を 受 け 易 い 環 境 に あ る 。 ま た,ヒ ト 表 皮 細 胞 と

歯 肉 上 皮 細 胞 を 用 い た 研 究 で は,そ れ ら の 細 胞 にNox1,

2,4の 発 現 が 観 察 さ れ,か つ そ れ ぞ れ の 細 胞 内 に 食 細 胞

型 のNox2と 複 合 体 を 形 成 す る タ ン パ ク で あ るRac1,

p67phoxも 出 現 す る こ と が 報 告22)さ れ て い る 。 本 研 究 結

果 に お い て,よ り 表 層 に 近 い 顆 粒 細 胞 でNoxの 発 現 が 増

強 し て い た こ と は,活 性 酸 素 の 産 生 が,口 腔 細 菌 の 侵 入

に 対 し て の 防 御 反 応 に 関 与 す る と い う 可 能 性 が 考 え ら れ

る °

　 ま た,こ れ ま でmitochondrial　 transcription　 factor　 A



(TFAM)ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 用 い た 実 験23)か ら,表

皮 細 胞 内 で は,ミ ト コ ン ド リ ア か ら 産 生 さ れ る 活 性 酸 素

が 分 化 調 節 の 重 要 な メ デ ィ エ ー タ ー で あ る と 報 告 さ れ て

い る 。 加 え て,Nox1が 表 皮 細 胞 の 形 質 転 換 の 一 端 を 担 う

と い う 報 告24)や 活 性 酸 素 が 表 皮 細 胞 の 分 化 を 促 進 す る

と い う 報 告25)も み ら れ る 。 有 郭 乳 頭 上 皮 に お い て も ,各

Noxの 発 現 は 有 棘 細 胞 層 か ら 顆 粒 細 胞 層 に か け て 反 応 性

が 増 強 し て お り,側 方 よ り 上 部 で 各Noxが 強 発 現 し て い

た 。こ れ ら の こ と か ら 有 郭 乳 頭 上 皮 細 胞 に お い てNoxは,

基 底 細 胞 か ら 有 棘 細 胞,顆 粒 細 胞,角 化 細 胞 へ の 分 化 を

調 節 し,角 化 の 過 程 に も 関 与 し て い る 可 能 性 が 伺 わ れ た 。

　 こ れ ま で に,血 管 に お け る 活 性 酸 素 の 機 能 に 関 し て は

数 多 く の 報 告18，26～28)が み ら れ る 。 血 管 内 皮 細 胞 が 産 生

す る 活 性 酸 素 の 機 能 は 血 管 周 囲 の 平 滑 筋 細 胞 を 収 縮 さ せ,

血 流 量 を 調 節 す る と 報 告18，27)さ れ て い る 。有 郭 乳 頭 に 分

布 す る 血 管 内 皮 細 胞 にNox1,2,4の 発 現 が 観 察 さ れ た

こ と は,こ の 微 小 循 環 の 血 流 調 節 に 関 与 す る も の と 考 え

る 。 ま た 近 年,血 管 内 皮 細 胞 の 産 生 す る 活 性 酸 素 は,血

管 新 生 に 重 要 な 役 割 を も っ こ と が 報 告26，28)さ れ て い る 。

そ れ ら の 報 告 で は 活 性 酸 素 はVEGF26)やangiopoietin-128)

の 産 生 を 亢 進 し,血 管 内 皮 細 胞 の 増 殖 分 化 ・移 動 を 引 き

起 こ し,血 管 新 生 が 生 ず る こ と が 示 さ れ て い る 。 加 え て

VEGFの 産 生 に 関 し て は,血 管 内 皮 細 胞 の オ ー ト ク ラ イ

ン/パ ラ ク ラ イ ン 作 用 だ け で な く ,周 囲 の 線 維 芽 細 胞 か

ら も 産 生 さ れ る こ と が 検 出 さ れ て い る29)。 本 研 究 に お い

て,有 郭 乳 頭 粘 膜 固 有 層 の 線 維 芽 細 胞,血 管 内 皮 細 胞 に

Nox1,2,4が 発 現 し た こ と は,乳 頭 内 に お け る 血 管 の 恒

常 性 維 持 の み な ら ず 血 管 新 生 に も 活 性 酸 素 が 関 与 し て い

る こ と を 示 唆 し て い る 。

　 現 在 ま で 生 体 の 各 器 官 ・組 織 で 発 現 す るNox種 に 関 し



て 数 多 く 報 告 さ れ て い る 。Noxは7種 類 存 在 す る が ,中

で もNox3に 関 し て の 報 告 は 少 な い 。　 Nox3を 高 発 現 す る

器 官 と し て は 内 耳15,16,19)が あ げ ら れ,発 現 は 低 い も の の

胎 児 期 の 腎 臓30)や 脳19)で もNox3が 発 現 す る と い わ れ て

い る 。Nox3以 外 のNoxは,Nox3と 比 較 し て 多 く の 細 胞 ・

組 織 で 発 現 が 観 察 さ れ て い る15，16)。 本 研 究 で は 有 郭 乳 頭

の 上 部 の 上 皮 にNox3の 発 現 が み ら れ ,特 に 側 方 の 上 皮

に 存 在 す る 味 蕾 の 細 胞 に 限 局 し た 。 本 研 究 の 結 果 よ り,

生 体 に お け る 数 少 な いNox3の 発 現 部 位 と し て,味 蕾 が

加 え ら れ る 結 果 が 得 ら れ た 。

　 本 研 究 で は,有 郭 乳 頭 を 観 察 す る こ と で,味 蕾 に お け

る 活 性 酸 素 の 産 生 と そ の 機 能 に つ い て 検 討 し た 。 そ の 結

果Nox4の 発 現 は 味 蕾 を 構 成 す る す べ て の 細 胞 に み ら れ

た の に 対 し て,他 のNoxは 一 部 の 細 胞 に 限 局 し て お り ,

特 にNox2の 発 現 は 味 蕾 の1種 の 細 胞 に の み 発 現 が 限 局

し て い た 。 さ ら に,味 細 胞 の Ⅱ 型,Ⅲ 型 細 胞 に 対 す る そ

れ ぞ れ の マ ー カ ー を 用 い て 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 を 施 し 1

加 え て 蛍 光 二 重 染 色 に よ りNoxを 発 現 す る 細 胞 種 を 同 定

し た 。 そ の 結 果,Ⅱ 型 細 胞 に お い て は,Nox2を 除 く す べ

て のNoxの 発 現 が 観 察 さ れ た の に 対 し て,Ⅲ 型 細 胞 で は

検 索 し た す べ て のNox種 の 発 現 が 観 察 さ れ た 。 味 蕾 を 構

成 す る 細 胞 の う ち,IV型 細 胞 で はNox4とNoxo1だ け が

発 現 し て い た 。Noxを 介 し た 活 性 酸 素 の 産 生 は,生 体 の

数 多 く の 細 胞 で 確 認 さ れ て お り,そ の 多 く は 細 胞 の 増 殖,

分 化 に 関 連 す る こ と が 報 告6～9)さ れ て い る 。IV型 細 胞 の

機 能 は1～ Ⅲ 型 細 胞 へ の 分 化 で あ る こ と か ら,こ の 過 程

にNox4を 介 し た 活 性 酸 素 の 産 生 が 必 要 と さ れ る の で は

な い か と 思 わ れ る 。

　 味 蕾 を 構 成 す る 細 胞 の 中 で,味 覚 を 受 容 す る Ⅱ 型,Ⅲ

型 細 胞 に の みNox1の 発 現 が 観 察 さ れ た 。 こ れ ま でNox1



を ノ ッ ク ア ウ ト し た マ ウ ス は,刺 激 感 受 性 の 低 下 が み ら

れ る こ と が 報 告31)さ れ て い る 。 こ の 報 告 と 本 研 究 結 果 か

ら 考 え る と,Nox1は 味 蕾 に お い て 味 覚 情 報 の 感 受 性 を 高

め る た め に,味 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 す る 可 能 性 が 考 え ら

れ る 。 ま た,Ⅱ 型 細 胞 に は 苦 味,甘 味,旨 味 の 受 容 体 が

存 在 す る こ と,Ⅲ 型 細 胞 に は 酸 味,塩 味 の 受 容 体 が 存 在

す る こ と が 知 ら れ て い る4,32)。 た だ し,神 経 線 維 と シ ナ

プ ス を 形 成 す る の は Ⅲ 型 細 胞 で あ り,Ⅱ 型 細 胞 で は シ ナ

プ ス は 形 成 さ れ な い 。 現 在 の と こ ろ Ⅱ 型 細 胞 で 受 容 さ れ

た 味 覚 情 報 は,ATPを 介 し て 伝 達 さ れ る こ と が 考 え ら れ

て い る4，32)。 本 研 究 で は,Ⅱ 型 細 胞 と Ⅲ 型 細 胞 でNoxの

発 現 が 異 な り,　 Nox2は Ⅲ 型 細 胞 に の み 発 現 し て い た 。

こ の 結 果 か ら Ⅱ 型 細 胞 に 比 べ,Ⅲ 型 細 胞 で は よ り 多 量 の

活 性 酸 素 が 産 生 さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ る 。 こ の 活 性

酸 素 の 機 能 に つ い て は,Ⅱ 型 細 胞,Ⅲ 型 細 胞 が 受 容 し た

味 覚 情 報 の 伝 達 に 寄 与 す る も の と 推 察 さ れ る 。 Ⅱ 型 細 胞

よ り Ⅲ 型 細 胞 で 多 種 のNoxの 発 現 が 確 認 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 は,Ⅱ 型 細 胞

よ り 多 く の 活 性 酸 素 が 必 要 と さ れ る た め で は な い か と 思

わ れ る 。

　 こ の よ う に 味 蕾 で は,Noxを 介 し て 活 性 酸 素 が 産 生 さ

れ,味 蕾 の 各 細 胞 の 機 能 に 活 性 酸 素 が 深 く 関 連 す る も の

と 考 え ら れ る 。 本 研 究 か ら 味 蕾 を 構 成 す る す べ て の 細 胞

でNoxが 発 現 し て お り,そ れ ぞ れ 固 有 のNox発 現 パ タ ー

ン を 示 す こ と が 明 ら か と な っ た 。

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 結 　 論

　 マ ウ ス 有 郭 乳 頭 に お け るNoxの 発 現 と そ の 局 在 に つ い

て 免 疫 組 織 化 学 的 に 検 索 し,以 下 の 結 論 を 得 た 。

　 1.有 郭 乳 頭 の 上 皮 に はNox1,2,3,4お よ びNoxo1,



Noxa1の 発 現 が 観 察 さ れ た が,Nox2は 乳 頭 上 部 に 比 べ,

側 方 で は 反 応 性 が 減 弱 す る 傾 向 を 示 し,Nox3は 乳 頭 側 方

で 発 現 は み ら れ な か っ た 。

　 2.乳 頭 上 部 の 上 皮 組 織 に お け る 反 応 はNox1,3,4

お よ びNoxo1,　 Noxa1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 は 強 陽 性 と 増 強 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,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 陽 性 反 応 が 限 局 し て い た 。

　 3.乳 頭 粘 膜 固 有 層 で はNox1,2,4お よ びNoxo1,

Noxa1に 陽 性 を 示 す 線 維 芽 細 胞 と 血 管 内 皮 細 胞 が 数 多 く

観 察 さ れ た が,Nox3陽 性 を 示 す 細 胞 は み ら れ な か っ た 。

　 4.味 蕾 で はNox1,2,3,4お よ びNoxo1,　 Noxa1の

発 現 が 観 察 さ れ,細 胞 種 に よ り そ の 発 現 パ タ ー ン は 異 な

っ て い た 。

　 5.II型 細 胞 で はNox1,3,4お よ びNoxo1,　 Noxa1

の 発 現 が み ら れ た が,Ⅲ 型 細 胞 で は,Nox1,3,4お よ

びNoxo1,　 Noxa1に 加 え て,他 の 味 蕾 の 細 胞 で は み ら れ

な か っ たNox2が 特 異 的 に 発 現 し て い た 。

　 以 上 の こ と か ら,マ ウ ス 有 郭 乳 頭 で はNoxが 常 に 発 現

し て,活 性 酸 素 が 産 生 さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 特

に,有 郭 乳 頭 の 上 部 上 皮 で は 生 体 防 御 や 角 化 の 過 程 に 活

性 酸 素 が 関 連 し て い る 可 能 性 が 示 さ れ た 。 加 え て,味 蕾

で は 味 覚 情 報 の 伝 達 にNox2が 関 与 し て い る と 考 え ら れ

た 。

　 本 論 文 の 要 旨 は,第118回 日 本 解 剖 学 会 総 会 ・ 学 術 集

会(平 成25年3月 　 高 松),第55回 歯 科 基 礎 医 学 会 学 術

大 会 ・ 総 会(平 成25年9月　 岡 山),第119回 日 本 解 剖

学 会 総 会 ・ 学 術 集 会(平 成26年3月 　 下 野),日 本 解 剖

学 会 第50回 東 北 ・ 北 海 道 連 合 支 部 学 術 集 会(平 成26年



9月 　 福 島),第58回 奥 羽 大 学 歯 学 会(平 成26年11月

郡 山)に お い て 発 表 し た 。
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 図 表 の 解 説

図1:マ ウ ス 有 郭 乳 頭 のH-E染 色 像

有 郭 乳 頭 の 上 部 は 角 化 重 層 扁 平 上 皮 で 覆 わ れ,側 方 の 上

皮 に 多 数 の 味 蕾(white　 arrowhead)が 観 察 さ れ る 。

図2:有 郭 乳 頭 に お け る 各Nox抗 体 に よ る 免 疫 染 色 像

a　 Nox1,　 b　 Noxo1,　 c　 Noxa1,　 d　 Nox2 ,　 e　 Nox3,

f　 Nox4　 bar=100ｵm

　 Nox1,　 Noxo1お よ びNoxa1の 反 応 は,有 郭 乳 頭 の 上 皮

と 粘 膜 固 有 層 に 陽 性 反 応 が 広 く み ら れ る 。Nox2の 反 応 は ,

乳 頭 上 部 の 上 皮 と 粘 膜 固 有 層 で 陽 性 反 応 が み ら れ る も の

の,乳 頭 側 方 の 上 皮 で は 弱 陽 性 で あ る 。Nox3の 反 応 は,

乳 頭 上 部 の 上 皮 に 陽 性 反 応 が 限 局 し て お り,側 方 上 皮 で

は 陰 性 で あ る 。Nox4の 反 応 は,有 郭 乳 頭 上 部 の 上 皮 の み

な ら ず 側 方 の 上 皮 に お い て も 陽 性 反 応 が 観 察 さ れ ,粘 膜

固 有 層 で は 反 応 性 は 弱 い 。

図3:有 郭 乳 頭 上 部 上 皮 に お け る 各Nox抗 体 に よ る 免 疫

染 色 像

a　 Nox1,　 b　 Noxo1,　 c　 Noxa1,　 d　 Nox2,　 e　 Nox3 ,

f　 Nox4　 bar=50ｵm

　 乳 頭 上 部 上 皮 に お け る 反 応 は,Nox1,　 Noxo1,　 Noxa1,

Nox3,　 Nox4と も 同 様 で あ り,角 化 層(black　 arrowhead)

で は 陰 性 で あ る が,基 底 細 胞 層,有 棘 細 胞 層,顆 粒 細 胞

層 で 陽 性 を 示 す 。 し か し,Nox2で は 反 応 性 は 弱 く,基 底

細 胞 層 で は 陰 性,有 棘 細 胞 層 の 一 部 か ら 顆 粒 細 胞 層 に 陽

性 反 応 が 限 局 し て い る 。 ま た,粘 膜 固 有 層 で は,Nox3

以 外 のNox(Nox1,　 Noxo1,　 Noxa1,　 Nox2,　 Nox4)の 陽

性 反 応 が 血 管 内 皮 細 胞(asterisk)と 線 維 芽 細 胞(black

arrow)に み ら れ る 。

図4:有 郭 乳 頭 味 蕾 に お け る 各Nox抗 体 と 抗 味 細 胞 マ ー

カ ー に よ る 免 疫 染 色 像 お よ びH-E染 色 像



a　 Nox1,　 b　 Noxo1,　 c　 Noxa1,　 d　 Nox2,　 e　 Nox3,

f:Nox4,　 g:gustducine(Ⅱ 型 細 胞 の マ ー カ ー),

h:SNAP-25(Ⅲ 型 細 胞 の マ ー カ ー)i:H.E染 色

bar=50ｵm

　 味 蕾 に お け るNox4の 反 応 は,す べ て の 構 成 細 胞 が 陽

性 を 呈 し て い る の に 対 し て,Nox1,　 Noxa1,　 Nox2の 反 応

は,一 部 の 細 胞 に 限 局 し て い る(black　 arrow)。 　 Noxo1,

Nox3の 反 応 は,味 蕾 の 多 く の 細 胞 が 陽 性 を 示 し て い る

(black　 arrow)。 味 蕾 内 にgustducine(Ⅱ 型 細 胞 の マ ー カ

ー)お よ びSNAP -25(Ⅲ 型 細 胞 の マ ー カ ー)に 陽 性 を 示

す 細 胞 が 観 察 さ れ る 。H-E染 色 に よ り 味 蕾 を 構 成 す る 味

細 胞(white　 arrowhead),支 持 細 胞(black　 arrowhead),基

底 細 胞(white　 arrow)が 観 察 さ れ る 。

図5:味 蕾 に お け るNox1,　 Noxo1,　 Noxa1抗 体 と 抗

gustducine抗 体 と の 二 重 免 疫 染 色 像

a1:Nox1(red),　 b1:Noxo1(red),　 c1:Noxa1(red),

a2,b2,c2　 gustducine(green),　 a3,b3,c3　 Marge(yellow)

bar=50ｵm

　 gustducineとNox1,　 Noxo1,　 Noxa1を 共 発 現 す る 細 胞

(white　 arrow)が 観 察 さ れ る 。 ま た,Noxo1の み 陽 性 を

示 す 細 胞 が 味 蕾 内 に 数 多 く み ら れ,Nox1,　 Noxa1に の み

陽 性 を 示 す 細 胞 は 少 な い 。

図6:味 蕾 に お け るNox2,Nox3,Nox4抗 体 と 抗gustducine

抗 体 と の 二 重 免 疫 染 色 像

d1　 Nox2(red),　 e1　 Nox3(red),　 f1　 Nox4(red),

d2,e2,f2　 gustducine(green),　 d3,e3,f3　 Marge(yellow)

bar=50ｵm

　 gustducineと 抗Nox3,　 Nox4を 共 発 現 す る 細 胞(white

arrow)が 観 察 さ れ る 。 し か し,　 Nox2とgustducineを 共

発 現 す る 細 胞 は み ら れ な い 。



図7:味 蕾 に お け るNox1,　 Noxo1,　 Noxa1抗 体 と 抗

SNAP-25抗 体 と の 二 重 免 疫 染 色 像

a1:Nox1(red),　 b1：Noxo1(red),　 c1:Noxa1(red),

a2,b2,c2　 SNAP-25(green),　 a3,b3,c3　 Marge(yellow)

bar=50ｵm

　 SNAP-25とNox1,　 Noxo1,　 Noxa1を 共 発 現 す る 細 胞

(white　 arrow)が 観 察 さ れ る 。 ま た,Nox1,Noxo1,Noxa1

に の み 陽 性 を 示 す 細 胞 が 味 蕾 内 に 散 在 し て い る 。

図8:味 蕾 に お け るNox2,　 Nox3,Nox4抗 体 と 抗SNAP-25

抗 体 と の 二 重 免 疫 染 色 像

d1:Nox2(red),　 e1:Nox3(red),　 f1:Nox4(red),

d2,e2，f2:SNAP-25(green),　 d3,e3,f3:Marge(yellow)

bar=50ｵm

　 SNAP-25とNox3,Nox4を 共 発 現 す る 細 胞(white　 arrow)

が 観 察 さ れ る 。 ま た,Nox3,　 Nox4に の み 陽 性 を 示 す 細

胞 が み ら れ た の に 対 し て,Nox2で は す べ て のNox2陽 性

細 胞 がSNAP-25陽 性 を 示 し て い る 。

表1:有 郭 乳 頭 上 部 上 皮 に お け る 各Noxの 発 現

表2:有 郭 乳 頭 味 蕾 に お け る 各Noxの 発 現



図1:マ ウス有 郭 乳頭 のH-E染 色 像



図2:有 郭乳頭 における各Nox抗 体による免疫染色像



図3:有 郭乳頭上部上皮における各Nox抗 体による免疫染色像



図4:有 郭乳頭 味蕾 にお ける各Nox抗 体 と抗味細胞 マーカー による免疫染色像お よびH-E染 色像



図5:味 蕾 に お け るNox1,　 Noxo1,　 Noxa1抗 体 と 抗gustducine抗 体 と の 二 重 免 疫 染 色 像



図6:味 蕾 に お け るNox2,　 Nox3,　 Nox4抗 体 と抗gustducine抗 体 との 二 重 免 疫 染 色 像



図7:味 蕾 に お け るNox1,　 Noxo1,　 Noxa1抗 体 と抗SNAP-25抗 体 との 二 重 免 疫 染 色 像



図8:味 蕾 に お け るNox2,　 Nox3,　 Nox4抗 体 と抗SNAP-25抗 体 との 二 重 免 疫 染 色 像



表1:有 郭乳頭上部上皮における各Noxの 発現



表2:有 郭 乳 頭 味蕾 にお け る各Noxの 発 現


