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研究成果の概要： 
 

 神経型一酸化窒素合成酵素（NOS）由来NOは、平常時にはラジカルスカベンジャーとし
て心血管MAPキナーゼ活性化には抑制的に働いていている。一方でアンジオテンシンII暴
露時には、NADPHオキシダーゼが関わる活性酸素産生系を強力に誘導されることから、神
経型NOS由来NOとの反応によりperoxynitriteの産生増強が起り、これが逆に心血管MAP
キナーゼの酸化ストレス依存性の活性化を引き起こしていた。これら成果から、心血管系
酸化ストレスに及ぼす神経型NOSの相反する2面性が判明した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
様々な疾病の発症・維持進展に関わる活

性酸素の役割が益々重要視されている。心
筋・血管組織のリモデリングや高血圧症な
どの病態発症進展には、組織での酸化スト
レス状態が深く関わり、その評価は治療上
の指標としても有用であることが示されて
いる。報告者は、循環器領域において高血
圧症・心不全など様々な疾患に関連するア
ンジオテンシン II(AngII)の血管・心臓へ

の作用で、その細胞内シグナリングで重
要な位置を占める mitogen-activated 
protein kinase (MAPK) フ ァ ミ リ ー
（ERK,p38,JNK）の活性化機序に NAD(P)H
オキシダーゼのみならず、ミトコンドリ
ア由来の活性酸素が互いに連携して関係
することを提唱してきた。さらに一方で、
活性酸素依存性の細胞内シグナル伝達に
一酸化窒素（NO）の存在が大きく関わる
ことが示されるようになった。 
 



２．研究の目的 
 
循環不全病態では、交感神経系やレニ

ン・アンジオテンシン系の亢進が組織リモ
デリング惹起する要因となり、これに対し
て NO 系は組織保護的に働くという構図が
一般的に受け入れられている。しかしなが
ら、MAPK 活性化についてはパーオキシナイ
トライト(ONOO-)が刺激するなど細胞・組織
障害に関わるシグナル伝達機構には NO の
相反する二面性が考えられる。本研究の目
的は、急性あるいは慢性循環負荷時の心血
管系組織における活性酸素依存性細胞内シ
グナル伝達機構に関わる NO（特に nNOS 由
来）の働きを詳細に検討解明し、高血圧あ
るいは心不全病態に関わる NO の役割に新
たな意義を与えることにある。 

 
３．研究の方法 
 
(1) 培養血管平滑筋細胞（VSMC） 
 VSMCは、雄性Sprague-Dawley ラット、
C57/BLマウス及びnNOS 遺伝子欠損（nNOS-/-）
マウスの胸部大動脈からエクスプラント法
によって培養系を分離確立する。 
① MAPK 活性化 

得られた VSMC を用いて AngII 刺激による
MAPK ファミリーの活性酸素依存性リン酸化
に与える NOの影響を検討するために、L-NAME, 
L-NA, L-MMA の各種 NOS 阻害薬、nNOS 特異的
阻害薬（v-NIO）、あるいは活性酸素消去薬
（tempol）さらに peroxynitrite スカベンジ
ャー(MnTBAP)などの前処置による効果を
MAPK リン酸化体特異的抗体を用いたウェス
タン法により評価する。 
②活性酸素産生 

カバーガラス上に VSMC を接着させ、共焦
点レーザー顕微鏡を以って DHEによる活性酸
素産生評価を加える。 

 
（２）生体胸部大動脈及び心筋  

ラット及びマウスに浸透圧ポンプによっ
て昇圧量の AngII を 2 週間持続皮下投与し、
心臓および胸部血管の MAPK リン酸化および
酸化ストレスを比較検討する。また急性実験
系として、大腿動静脈にポリエチレンカテー
テルを留置し、意識下で昇圧量の AngII を静
脈内投与し、３０分後に胸部大動脈と左室心
筋を摘出する。得られた血漿や臓器組織の活
性酸素産生を DHE 染色あるいは TBARS 法によ
って比較評価する。 
 
 
４．研究成果 
 
 (1)ラット生体及び(2)ラット血管平滑筋
細胞（RVSMC）を対象として一酸化窒素（NO）

合成阻害薬を用いることで、循環負荷時
の心血管系組織における活性酸素依存
性細胞内シグナル伝達機構に関わる NO
の働きを検討した。 

(1)ラット生体を用いた急性及び慢性
実験 
昇圧量のLNAMEを急性静脈内投与すると、

大動脈における ERK1/2、p38、JNK などの
MAP キナーゼファミリーの活性化を認め
た。またこれらは、AngII による急性投与
による MAPK 活性化に見られるような活性
酸素依存性は高度ではなかった。一方で、
LNAME を１週間飲水させたラット大動脈
ではで MAPK リン酸化は正常に復すが、
AngII によって見られる活性化はほぼ完
全に抑制されていた。これらのことから、
NOは血管における活性酸素依存性MAPK活
性化に対して二面性効果を有しているこ
とが分かった。重要な知見は、NO は活性
酸素を消去することで活性酸素依存性の
細胞内シグナル伝達を抑制性に調整する
だけでなく、活性酸素依存性シグナル伝達
そのものに組み込まれている可能性を示
唆するものである。 
 
 (2)RVSMC を用いた AngII による MAPK

活性化経路 
さらに詳細に NO の活性酸素依存性細胞

内シグナル伝達への関わりを検討するた
めに、RVSMC で異なる３種の一酸化窒素
合成酵素(NOS)阻害薬(LNAME, LNNA, LNA)
の前処置によって、用量依存性に AngII
により惹起される MAP キナーゼ活性化へ
の影響を検討した。すべての NOS 阻害薬
はAngIIよるMAPK活性化を抑制するほか、
AngII 誘発活性酸素産生も LNAME の前処
置により激減することを確認した。この
RVSMC を用いた検討を合わせて、NO は活
性酸素産生系に重要な役割を担い、細胞
内情報伝達系を構築していることが示唆
された。 
研究期間後半は、これらの結果を受け、

細胞内活性酸素産生系を担うNOSサブタイ
プの検索をおこなうものとした。 
神経型NOS欠失マウス、神経型NOS阻

害薬(L-VNIO)、peroxynitriteスカベンジ
ャー(MnTBAP)などを用いて、血管にお
ける活性酸素依存性MAPK活性化に関わ
る神経型NOS由来NOの役割を詳細に検
討した。平常時には、神経型NOS由来NO
はラジカルスカベンジャーとして血管壁
での活性酸素産生および血管MAPキナー
ゼ活性化には抑制的に働いていており、
特に神経型NOS欠失マウスでは、血管MA
PKのリン酸化体量は有意に多いものであ
った。一方でAngII暴露時には、NADPH
オキシダーゼが関わる活性酸素産生系を



強力に誘導されることから、神経型NOS由
来NOとの反応によりperoxynitriteの産生
増強が起り、これが逆に血管MAPKの酸化
ストレス依存性の活性化を引き起こしてい
ることが判明した。 
また、心筋虚血再潅流障害に与える虚血プ

レコンディショニング効果を、神経型NOS
欠失マウスと野生型マウスとの比較、あるい
はL-VNIO、MnTBAP処置により、本メカニ
ズムに関わる神経型NOS由来NOの役割を
併せて検討した。心筋虚血再潅流障害は神経
型NOS欠失マウスあるいはMnTBAP前処置
により軽減されたが、一方で虚血プレコンデ
ィショニング効果は神経型NOS欠失マウス
で消失していた。 
 これらの研究成果は、活性酸素依存性の心
血管 MAPK 活性化における平常時と AngII
刺激時の NO の相反する 2 面性を明らかと
し、その NO 産生を担うのは血管壁あるいは
心筋での神経型 NOSであることが判明した。 
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