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研究成果の概要：ペンチレンテトラゾール (PTZ) によって誘発されるキンドリング獲得は、神

経型一酸化窒素合成酵素 (nNOS) の持続的高発現と、それによる過剰な一酸化窒素 (NO) 発生

が原因となる。本研究では、キンドリングにおける nNOS は、Hsp90 との結合を伴うホモ二量

体を形成することで安定性を亢進させ、高活性を持続的に維持していることが示唆された。さ

らに、新たな nNOS 安定化メカニズムとしてユビキチン様タンパク質修飾の関与が示唆された。

また本研究にて、定常状態の NO が痙攣誘発を抑制していることが明らかとなり、てんかん発

症における nNOS-NO には、抑制性と興奮性の相反する神経活動を制御する役割があることが明

らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
てんかんは有病率約 1% の頻度の高い脳

神経疾患である (WHO)。中でもその 30% 以
上を占める全般てんかん (Epilepsia, 49, 
1230-1238, 2008.) の発症機構はほとんど
解明されていない。 
てんかんの病態発症の原因のひとつに、

一酸化窒素 (NO) の関与が報告されている。
しかし、NO がてんかん病態を悪化させる、
あるいは軽減させると言った相反する報告

が 複 数 あ り  (J. Mol. Neurosci. 14, 
183-190, 2000., Neurosci. Lett. 217, 
145-148, 1996., など)、てんかんにおける 
NO の機能の真意は混沌としていた。我々は、
全般てんかんモデルとしてペンテトラゾー
ル (PTZ) によって誘発されるキンドリン
グ (燃え上がり) 獲得には、神経型 NO 合
成酵素 (nNOS) の高発現に伴う、過剰な NO 
発生が原因であることを明らかにした 
(Neuroscience 129, 757-766, 2004)。しか
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しながら、 PTZ 誘発キンドリング獲得過程
において、なぜ過剰な NO が発生してしま
うのか？過剰に発生した NO がキンドリン
グ獲得にどのように関わっているのか？は
未だ不明である。 
これまでてんかんは、各種抗てんかん薬

により、脳神経疾患の中では極めて症状を
コントロールしやすい疾患であるとされて
いた。しかし、最近の調査によりその約
30％ の患者が抗てんかん薬耐性の難治性
てんかんであることが明らかとなった 
(Expert Rev Neurother, 6, 397-406, 
2006.)。このような社会的背景からもてん
かん発症・獲得の分子メカニズム解明に基
づく新たな治療薬開発が急務とされている。 
２．研究の目的 
本研究では、NO による PTZ 誘発キンド

リング獲得の分子メカニズムを明らかにす
るために、①過剰な NO を合成する酵素 
(nNOS) 活性調節機構の解明、②NO によっ
て影響を受ける機能異常分子の解明を目的
とした。 

 
① nNOS ホモ二量体形成によるタンパク質
安定性や、nNOS のユビキチン (Ub) 化修飾
によるタンパク質分解系に着目し、PTZ 誘発
キンドリング獲得時の nNOS活性/発現調節機
構を明らかにする。 
② nNOS 依存的な過剰な NO によって誘導
されるニトロ化タンパク質のプロテオーム
解析からキンドリング獲得に関与する機能
異常分子を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
① PTZ キンドリングラットの作成 
 動物実験は、当該動物実験施設の倫理委員
会承認のもと、「徳島文理大学香川薬学部に
おける動物実験の指針」に基づき行った。PTZ 
40 mg/kg を 1 日 1 回腹腔より投与し、投与
後 30 分間の行動変化を観察した。痙攣行動
は、我々の以前の報告 (Itoh K ら, Neurosci, 
129, 757-766, 2004) に順じ、0～5のステー
ジに分類しスコア化した。ステージ 5 の断続
的な全般性痙攣が 3回 (3 日) 連続した時点
でキンドリング獲得とした。 
② nNOS 遺伝子欠損 (nNOS-/-) マウスにおけ
る PTZ 誘発痙攣に対する薬理学的試験 
 nNOS-/- マウス（理化学研究所・戸島拓郎博
士より供与）は、徳島文理大学香川薬学部・
動物実験施設にて、自家交配・繁殖・飼育し
た。野生 (+/+), ヘテロ (+/-), 欠損 (-/-) 
の各遺伝子型は、ジェノタイピングにて確定
し、これを実験に供した。10-13 週齢の雄マ

ウスに 30-60 mg/kg の PTZ を投与し、投与
後 30 分間の行動変化を観察した。NOS 阻害
剤 (TRIM, 3Br7NI, PBN, L-NNA) およびイオ
ンチャネル型グルタミン酸受容体アンタゴ
ニスト (CGP39551, NBQX, MK-801) は、PTZ 
投与 30 分前に投与した。 
③ 脳組織の可溶化 
 行動観察後に摘出した脳組織は、大脳・海
馬・小脳に分割してホモジナイズし、
14,000xg で 20 分間遠心した後、上清を免
疫沈降 (IP) やイムノブロット (IB) に供
した。 
④ nNOS ホモ二量体の検出 
SDS 抵抗性の nNOS ホモ二量体は、冷却 

SDS-PAGE (4℃) にて分離後、PVDF 膜に転写
し、抗 nNOS 抗体にて検出した。 
⑤ HEK293T 細胞の強制発現系を用いたユビ
キチン様タンパク質 (UBL) 化 nNOS の検出 
 発現プラスミド pCDNA-Flag-rat nNOS お
よび pCAGGS-HA-human UBL を HEK293T にリ
ン酸カルシウム法にて導入し、48 時間後、IP 
および IB に供した。 
⑥ ニトロ化タンパク質の同定 
 ニトロ化タンパク質は、2 次元電気泳動に
て分離後、PVDF に転写し、抗 3-nitro 
tyrosine (3NT) 抗体にて検出した。標的タ
ンパク質は、トリプシンにて消化後、
AXIMA-QIT/TOF を用いた MS/MS 解析にて同
定した。 
 
４．研究成果 
① nNOS タンパク質の安定性と分解系に着
目し、キンドリング獲得時の nNOS 活性調節
機構解明を試みた。 
A) ホモ二量体形成による nNOS 安定化/活性
化調節機構 (業績；論文②) 

nNOS の活性発現には、ホモ二量体形成が
必須である。そこで、キンドリング獲得時に
おける nNOS ホモ二量体量を定量したとこ
ろ、優位な増加が認められた (Fig.1)。また、
nNOS はシャペロン分子の Hsp90 と結合す
ると、nNOS タンパク質の安定性が促進され、
さらに NO 産生活性が亢進することが報告
されている。本研究では、キンドリング獲得
時、Hsp90 と結合した nNOS の増加が認めら
れた (Fig.1)。 

これらの結果から、キンドリング動物にお
ける nNOS は、 Hsp90 と結合することで安
定したホモ二量体を形成し、さらに高活性を
持続的に維持していることが推測された。
nNOS 二量体形成には、補因子である BH4 や
ヘムの存在が必須である。それら補因子を含
めた nNOS ホモ二量体形成機構とその安定
化/活性化調節機構のより詳細な解析が今後
の課題となる。 
 



B) ユビキチン (Ub) 化修飾による nNOS タ
ンパク質分解機構 (業績；論文②) 

nNOS は Ub 化されプロテアソームにて分
解されると考えられている。そこで、キンド
リング獲得時における nNOS の高発現/高活
性は、分解系 (Ub 化) の抑制に起因するか
検証した。キンドリング動物における総 Ub 
化タンパク量の顕著な変動は認められなか
った。また、抗 nNOS 抗体で免疫沈降後、抗 
Ub 抗体を用いたイムノブロットにて Ub 化
-nNOS の検出を試みたが、シグナルは得られ
なかった (Fig.2)。残念ながら現時点では、
キンドリング獲得時における nNOS 高発現/
高活性と nNOS 分解系との関連性に関して
は明確な結果が得られていない。 

近年、Ub 化を調節する因子としてユビキ
チン様タンパク質 (UBL) が注目されている。
そこで、nNOS の UBL 化修飾に関して検討し
た。HEK293T を用いた強制発現系にて検討し
たところ、nNOS は少なくとも 2 箇所 UBL 
化修飾を受けることが新たに明らかとなっ
た（Fig.3）。 

これまでのところ nNOS-UBL 化修飾によ
る nNOS-Ub 化の制御機構の存在は確認され
ていないが、最近我々は、UBL 化が nNOS 二
量体形成を制御することを示唆するデータ
を得た。新たなメカニズム「キンドリングに
おける nNOS-UBL 化と nNOS ホモ二量体安

定化機構の関連性」解明には、今後の更なる
研究が必要である。 

② キンドリング獲得時に発生する過剰な 
NO によって誘導されるタンパク質機能異常
解析には、nNOS 遺伝子を欠損したマウスの
利用が有効であると考え、比較検討を試みた。 
A) nNOS 遺伝子欠損 (nNOS-/-) マウスにおけ
る PTZ 誘発痙攣 (業績；論文①) 

nNOS-/- マウスは、PTZ 誘発痙攣発作を発症
しないと考えたが、驚いたことに、nNOS-/- マ
ウスでは野生型 (nNOS+/+) マウスよりも PTZ 
感受性が亢進しており、通常痙攣が発症しな
い低用量 PTZ 40 mg/kg でも間代-強直性痙
攣を発症した (Fig.4)。 
 

 

そこで、nNOS+/+ マウスの nNOS 活性をあらか
じめ阻害した上で、低用量 PTZ  40mg/kg を
投与したところ、 nNOS-/- マウス同様の痙攣
行動の誘発が認められた (Fig.5)。 
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Fig.5 Facilitation of PTZ-induced convulsions by 
treatment with NOS inhibitors in nNOS +/+ mice. 
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また、nNOS-/- はより低用量 PTZ 30 mg/kg に
てキンドリングを獲得した。これらの結果は、
nNOS 依存的に発生する NO が、PTZ 誘発痙攣
を抑制することを示唆する。さらに、nNOS+/+ 
における PTZ 誘発痙攣を抑制するグルタミ
ン酸受容体アンタゴニストを用いたところ、
nNOS-/- マウスで認められた PTZ 誘発痙攣は
抑制された (Fig.6)。 

これらの事実から、平常状態において nNOS 
により産生される NO は、グルタミン酸神経
の過剰興奮を後シナプスで抑制していると
考えられる。その一方では、過剰に産生され
た NO は異常神経活動を誘発することから、
てんかんにおける nNOS-NO の役割には、抑
制性と興奮性の相反する機能があることが
示された。 
B) ニトロ化タンパク質のプロテオーム解析 

キンドリング獲得時、nNOS 依存的な過剰
な NO が発生する。NO はタンパク質のチロ
シン残基のニトロ化を誘発し神経細胞障害
を引き起こす。これらの事実からキンドリン
グ獲得は、NO によって翻訳後修飾を受けた
タンパク質の機能異常が原因であると考え
た。そこで、nNOS-/- マウスを用い、nNOS-NO 依
存的なニトロ化タンパク質のプロテオーム
解析を行った (Fig.7)。 

2次元イムノブロットおよび MS/MS 解析から、
複数の解糖系分子が同定された。それらの分
子群がキンドリング形成にどのような影響
を与えているか今後の検証が必要である。 
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Fig.6 Effects of NOS inhibitors and ionotropic 
glutamate receptor antagonists on PTZ-induced 
convulsions. 

Fig. 7 Two-dimensional immunoblot analysis.
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