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研究成果の概要（和文）：線毛運動における一酸化窒素（nitric oxide; NO）、NO合成酵素（NO synthase; 
NOS）の役割は不明な点が多い。本研究ではNOSs完全欠損マウスを用い、NO及びNOSを介した線毛運動機序の解明
を行うことを目的とした。リポ多糖（LPS）腹腔内投与後の線毛運動振幅頻度（CBF）は、野生型マウスに比し
NOSs完全欠損マウスではCBFは低下しており、NO donorであるisosorbide dinitrateの前投与を行うと、NOSs完
全欠損マウスのCBFの低下は改善した。以上よりNO/NOSsが線毛機能において重要な保護的な役割を果たしている
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The role of nitric oxide (NO) and NO synthase (NOS) in ciliary motility is 
unclear. We investigated the role of NO in ciliary motility using triply NOS knockout mice in the 
present study. Lipopolysaccharide exposure caused more decrease of ciliary beat frequency (CBF) in 
triply NOS knockout mice compared with wild mice 24 hours exposure, and pre-treatment of isosorbide 
dinitrate (NO donor) improved the decrease of CBF. These results suggest the important protective 
role of NO in ciliary motility. 

研究分野： 呼吸器内科
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１． 研究開始当初の背景 
 

気道は気道粘液とともに細菌や粉じんを
肺末梢から咽頭へ排出する粘液線毛クリア
ランスシステムによる防御機構を有してお
り、線毛は 1 秒間に 10 回程度振幅する。原
発性線毛運動機能不全症（Primary ciliary 
dyskinesia; PCD は先天的に線毛機能不全を
起こす疾患であり、また緑膿菌やマイコプラ
ズマ感染、タバコなどでも線毛機能は低下す
ることが報告されている。現在、線毛運動異
常に対する有効な治療法はなく、特に PCD は
難治性、進行性である。これまでの研究によ
り線毛運動振幅数（Ciliary beat frequency; 
CBF）は一酸化窒素（nitric oxide; NO）の
前駆物質である L－アルギニン投与により増
加することや、PCD では呼気 NO 低下と CBF 低
下の程度が相関すること等が報告されてお
り 1、下気道の線毛運動に NO 及び NO 合成酵
素（NO synthase; NOS）が重要な役割を果た
していると考えられ、治療への応用も期待さ
れる。 
NOは NOS が担う L－アルギニンの酸化反応

で生成される。NOS には誘導型（inducible 
NOS; iNOS）、神経型（neuronal NOS; nNOS）、
内皮型（endothelial NOS; eNOS）の 3 種類
のアイソザイムが存在する。これまで NOS 研
究に主に使用されてきたNOS阻害薬は非特異
的阻害剤であるため、NOS 各アイソザイムの
特異的な生理機能の評価が困難であった。ま
た、これまでに各アイソザイムのシングル KO
マウスが作成されたが、残存した他の NOS が
代償的に働くため、本来の NO や NOS の生体
内での意義が分かりづらかった。そこで連携
研究者の筒井らは、これらの３つの NOS アイ
ソフォームのすべてをノックアウトした NOS
完全欠損マウス（トリプル n/i/eNOS-KO マウ
ス）を 2005 年に世界に先駆けて創出し発表
した 2。 
 
２．研究の目的 
 

NOS 完全欠損マウス、各 NOS シングルノッ
クアウトマウスを用い、NO及び NOS を介した
線毛運動機序の解明を行う。 
 
３．研究の方法 
 
対象：8-12 週齢の雄の C57BL6J マウス（野生
型）と NOSs 完全欠損マウス、各 NOS のシン
グルノックアウトマウス。 
 
リポ多糖（LPS）曝露:生理食塩水または LPS
の腹腔内投与を行い、4時間または 24 時間後
に解剖を行った。 
 
気管・気管支の線毛運動の定量：特別に作成
した箱型のメディウム入りプレパラート上
で約1mm厚に切り出した気管輪の線毛運動を、
顕微鏡下（倍率 1000 倍）にデジタルハイス

ピードカメラ（Ditect 社、HAS-L1、最大 1秒
間 3000 コマまで撮影可能）で撮影し、線毛
の 1秒間当たりの振幅数（CBF）を定量した。 
 
NOS、NO の定性および定量：気管の免疫組織
染色による NOS 発現や血液を用いて NO 代謝
産物(NOx）を測定した。 
 
線毛の微小構造の評価：電子顕微鏡を用いて
線毛の微小構造の評価を行った。 
 
４．研究成果 
 
電子顕微鏡で評価した線毛の超微細構造は、
NOS 完全欠損マウスと野生型マウスでは中心
微小管や dynein arm 等の数や構造異常につ
いては明らかな差は認めなかった。また、無
曝露の状態では、野生型、NOS 完全欠損マウ
ス、各NOSシングルノックアウトマウスでCBF
に差は認められなかった。 
次に野生型マウスにLPSを投与したところ、
投与 4 時間後の CBF は、野生型マウスと NOS
完全欠損マウスの間で差は認めなかったが、
LPS投与24時間後にはCBFは両マウスで有意
に低下した。野生型では LPS 投与群では生理
食塩水投与群に比べて CBF は 79.4%に低下し
たが（Figure1）、野生型マウスに比し NOS 完
全欠損マウスでは CBF はさらに低下した（野
生型のLPS投与群に対して76.9%）（Figure2）。
NOS シングルノックアウトマウスでは野生
型と差は認められなかった。 
NO donor である isosorbide dinitrate の前
投与を行うと、NOS 完全欠損マウスの CBF の
低下は改善した(野生型の LPS 投与群に対し
て 93.5%)（Figure3）。また、血中 NOx 濃度や
免疫組織染色による気管におけるNOS発現は
野生型マウスにLPS投与することで発現亢進
したが、 NOS 完全欠損マウスでは発現は抑制
されていた。 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure1：野生型マウスに LPS を投与したと
ころ、24 時間後に CBF は有意に低下した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure2：LPS 投与 24 時間後では野生型マウ



スに比し NOS完全欠損マウスでは CBFはさら
に低下した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure3：NO donor の前投与を行うと、NOS
完全欠損マウスの CBF の低下は改善した。 
 
＜まとめと考察＞ 
野生型マウスと NOS 完全欠損マウス、各 NOS
シングルノックアウトマウスでCBFに差は認
められなかった。しかし、LPS 投与 24時間後
には、野生型マウス、NOS 完全欠損マウス両
方のマウスで生理食塩水投与群と比べて CBF
は有意に低下し、野生型マウスに比し NOS 完
全欠損マウスでは CBF はさらに低下し、NO 
donor の前投与を行うと、NOS 完全欠損マウ
スの CBF の低下は改善した。また、血中 NOx
濃度や気管におけるNOS発現は野生型マウス
に LPS 投与することで発現亢進したが、 NOS
完全欠損マウスでは発現は抑制されていた。 
以上よりNO/NOSsが線毛機能において重要

な保護的な役割を果たしていることが示唆
された。 
Smith らは健常者の気道の線毛細胞では感

染後に NO や iNOS が上昇するが、PCD 患者の
線毛細胞では感染後も NOや iNOS の上昇が乏
しいことを報告している 3。本研究において
LPS投与でNOS完全欠損マウスではNOSやNOx
の上昇は認められず、線毛運動の低下も認め
られたことより、感染時の PCD 患者の状態を
検証する一つのモデルとなりうると考えら
れた。 
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