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研究成果の概要（和文）：妊娠中期のラット子宮内膜のアポトーシスに及ぼす一酸化窒素（NO）の関与を検討し
た。NO産生を阻害すると活性型カスパーゼ-3とアポトーシス細胞はともに増加したが、同時にX連鎖アポトーシ
ス阻害因子(XIAP)も増加した。また、脱ニトロシル化の主要因子であるチオレドキシンは減少した。さらに、NO
産生の阻害により活性型カスパーゼ-3とXIAPのS-ニトロシル化が著しく増加し、これはチオレドキシンの著しい
減少と関連していた。 これらの結果は、妊娠中期の子宮内膜のアポトーシスは、カスパーゼ-3とXIAP、その両
者のS-ニトロシル化により正負両面から調節されている可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We examined the role of nitric oxide (NO) on apoptosis and S-nitrosylation 
that might affect apoptosis. To inhibit NO production, pregnant rats were administered an NO 
synthase inhibitor, L-NAME, apoptotic cells were observed in the endometrium of L-NAME-treated and 
-untreated rats. L-NAME-treatment significantly increased apoptosis and the expressions of 
cleaved-caspase-3 and X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP), but significantly decreased 
thioredoxin (Trx) -1. Furthermore, L-NAME-treatment significantly induced S-nitrosylation (SNO) of 
cleaved caspase-3 and XIAP that were associated with a marked decline in Trx-1. These results 
suggest that apoptosis in the endometrium is positively and negatively regulated by NO through 
caspase and its inhibitor and S-nitrosylation of those factors during mid-gestation.

研究分野： 基礎獣医学・基礎畜産学

キーワード： 一酸化窒素(NO)　S-ニトロシル化タンパク質　アポトーシス　子宮　ラット
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１．研究開始当初の背景 
 
 一酸化窒素（NO）は、多様な作用を有し
ている。妊娠中は NO 産生が増加することか
ら、正常な妊娠維持に NO が関与し、その異
常は子癇前症などの疾病と関連すると報告
されている。また、NO は細胞増殖とアポト
ーシスにも関与することが知られている。
NO は可溶性グアニル酸シクラーゼを活性化
し、cGMP 産生を促進することにより作用を
発揮する。しかしながら、子宮における妊娠
中期のNO産生の意義にはまだ不明な点が残
されている。その要因の一つとして、NO に
より種々のタンパク質のシステイン残基の
チオール（–SH）基が S−ニトロシル化され、
タンパク質の性質が修飾されることがあげ
られる。この S−ニトロシル化はレドックス
調節経路としても重要である。当初、S−ニト
ロシル化は、誘導型 NO 合成酵素(NOS)由来
の大量の NO 産生時に生じると考えられ、敗
血症などにおいて研究が進められていた。し
かし、内皮型 NOS や神経型 NOS 由来の少量
の NO によっても S−ニトロシル化が生じ、
NO すべてに共通する修飾機構であることが
明らかになった。また、NO−ビオチンスイッ
チ法の開発により、S−ニトロシル化について
の研究はめざましい発展を遂げているもの
の、生理的な条件下では存在しないような高
濃度のNOを用いて実験している事例もあり、
課題が残っている。 
 
２．研究の目的 
 
 研究代表者らは、これまで、ラット子宮に
おける NO 産生は、妊娠 17.5 日に著しく増
加することを、スピントラップ・電子常時性
共鳴吸収法により明らかにし報告した。さら
にこの NO 産生を L-NAME などの NOS 阻害
剤により抑制すると、子宮内膜におけるアポ
トーシスが有意に増加することを報告した。
しかしながら、この子宮内膜におけるアポト
ーシスは活性型カスパーゼ−3 の発現部位と
よく一致するものの、活性型カスパーゼ−3
発現の程度と比較するとアポトーシス細胞
は極めて限定的である。この差異が生じる要
因は明らかではない。また、妊娠中期に NO
産生のピークが認められるが、その時、同時
に多数の S-ニトロシル化タンパク質が認め
られることを報告してきた。しかし、活性型
カスパーゼ−３と X 連鎖アポトーシス阻害因
子（XIAP）の発現とその S−ニトロシル化、
脱ニトロシル化の主要因子であるチオレド
キシン-1 との関連も十分には解析されてい
ない。これらことから、子宮内膜におけるア
ポトーシスと NO 産生および S−ニトロシル
化の関与について検討した。 
 
３．研究の方法  
 
 子宮内膜におけるアポとーシスと NO 産生

および S−ニトロシル化の関与を検討するた
めに、NOS阻害剤である L-NAMEを用いて、
妊娠 13.5、 17.5、 21.5 日のラットの子宮
内膜におけるアポトーシス細胞の頻度、S 期
の細胞頻度を求めた。アポトーシス細胞の検
出にはタネル法を用い、S 期の細胞はチミジ
ン類似体 BrDU の核への取り込みで評価した。 
活性型カスパーゼ−３と XIAP の陽性細胞は
免疫組織化学法で観察した。活性型カスパー
ゼ−３、XIAP、チオレドキシン−1 はビオチ
ンスイッチ法を用いて S−ニトロシル化を検
出し、ウエスタンブロット法により解析した。 
 
４．研究成果 
 
 妊娠中期のラット子宮において NO が産生
されており、NO 産生が抑制されると子宮内
膜においてアポトーシが増加する。しかしな
がら、このアポトーシスの増加程度は、活性
型カスパーゼ−3 の発現程度と比較すると極
めて限定的である。そこで、妊娠中期のラッ
ト子宮におけるアポトーシスに及ぼすNOの
関与を検討した。NOS 阻害剤 L-NAME を用
いて NO 産生を抑制すると、妊娠 13.5 日と
17.5 日では L-NAME 処置の有無に関わらず、
タネル法で検出されるアポトーシス細胞は
認められたが、妊娠 21.5 日では観察されなか
った。また、妊娠 13.5 日と 17.5 日ではチミ
ジン類似体 BrDU の核への取り込みで評価し
た細胞増殖は NO 産生の抑制により有意に抑
制された。NO 産生の抑制により活性型カス
パーゼ−3、XIAP は有意に増加した一方で、
チオレドキシン−１は有意に減少した。活性
型カスパーゼ−3 と XIAP の減少は、免疫組織
化学法での観察結果と一致していた。さらに、
ビオチンスイッチ法により、NO 産生を抑制
すると活性型カスパーゼ−3 と XIAP の著し
い S-ニトロシル化を引き起こした。この変動
は、脱ニトロシル化因子であるチオレドキシ
ン−１の著しい減少と関連していた。 これら
の結果は、NO 産生を抑制すると、活性型カ
スパーゼ−3 と XIAP が増加し、同時にチオレ
ドキシン−１の減少に伴い活性型カスパーゼ
−3 の S−ニトロシル化の増加が生じたものと
考えられ、NO 産生の抑制により生じる妊娠
中期における子宮内膜におけるアポトーシ
スは、活性型カスパーゼ−3 と XIAP 、両者
の S−ニトロシル化により正負両面から調節
されている可能性を示した。 
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