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研究成果の概要（和文）：糖尿病心筋において誘導型一酸化窒素合成酵素の脱共役が心機能障害

に重要な役割を果たし、誘導型一酸化窒素合成酵素の脱共役を抑制することによって心機能が

回復し虚血耐性を獲得させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that uncoupling of inducible nitric oxide
synthase (iNOS) plays a pivotal role in cardiac dysfunction in the diabetic hearts and
inhibition of iNOS uncoupling alleviate cardiac function and unmasks tolerance to
ischemia/reperfusion injury in these hearts.
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１．研究開始当初の背景

本研究の目的は高血圧、糖尿病 (DM)、高

脂血症、心筋症といった酸化ストレス亢進

状態において施行される抗酸化療法の有用

性と危険性を酸化ストレスの二面性の観点

から検討することである。酸化ストレスは

多くの病態において中心的な役割を果たし

ている。種々の病的状態に際して過剰産生

される活性酸素は心筋障害や動脈硬化の主

たる原因であると考えられてきた。しかし、

活性酸素の分子生物学に関する最近の知見

は酸化ストレスが細胞に対して単に障害的

に作用するのみでなく、非致死的な酸化ス

トレスが種々の致死的なストレスに対する

防御機構を獲得させるうえで必須な生命現

象であることを明らかにしている。短時間

の非致死的虚血はその後の致死的虚血に対

して強力な細胞保護効果をもたらすことが

知 ら れ て い る 。 こ れ は ischemic
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preconditioning (IPC)と呼ばれ臓器や種

を超えて遍く観察される現象である。IPC

は急性期に生じる早期 IPC と慢性期に生じ

る晩期 IPC に分類される。最近の研究から

スーパーオキサイドと一酸化窒素の反応に

よって生成されたパーオキシナイトライト

が引き金となった細胞内情報伝達系の活性

化が IPC の機序として重要であることが明

らかになった。早期 IPC にはアデノシンや

ブラジキニンの産生が関与する。これらの

Ｇプロテインに共役したレセプター刺激物

質はプロテインキナーゼＣを活性化し、ミ

トコンドリア KATP チャネルを開放する。こ

れに伴い電子伝達系で産生されたスーパー

オキサイドと内皮型一酸化窒素合成酵素

(eNOS) を介して産生された一酸化窒素が

反応してパーオキシナイトライトが合成さ

れる。一方、晩期 IPC における酸化ストレ

スの役割は明らかにされていない。我々は

早期 IPC によって惹起された酸化ストレス

により発現誘導された一酸化窒素合成酵素

(iNOS) 、 cyclo-oxygenase II や NADPH

oxidase を介して産生されたスーパーオキ

サイドが晩期 IPC における酸化ストレスの

発生源であると考えている。酸化ストレス

は複数の機序でプロテインキナーゼＣやフ

ォスファチジルイノシトール３―キナーゼ

をさらに活性化し、心筋保護的情報伝達系

の positive-feedback loop を形成する。そ

れらは最終的にミトコンドリアの保護に帰

結する。ミトコンドリアの保護は致死的ス

トレスに伴うアポトーシス、ネクローシス

両方の細胞死を回避する上で最も重要であ

る。近年種々の抗酸化療法が導入され民間

療法としても定着しているが、酸化ストレ

スの排除は動脈硬化や心不全の進行を抑え

る反面、心筋梗塞のような致死的ストレス

に対する耐性を減弱させている可能性があ

る。特に、DM は本邦で増加しつつある心筋

梗塞の危険因子であり、かかる症例に対す

る抗酸化療法の是非は検討を要する課題で

ある。

２．研究の目的

心血管病における一酸化窒素合成酵素

(NOS)に関するこれまでの研究では主とし

て内皮型 NOS (eNOS)の脱共役の役割につい

て検討されてきた。しかし、酸化ストレス

によって発現が亢進する誘導型 NOS (iNOS)

や神経型 NOS 脱共役の役割は明らかではな

い。特に iNOS 由来の NOは心筋梗塞におけ

る虚血、再潅流障害に際して保護的に作用

することが明らかにされており、糖尿病に

おいても iNOS の脱共役を予防することは

虚血、再潅流障害を予防するために重要な

治療戦略になりうることが予想される。糖

尿病 は心筋虚血、再潅流障害の増悪因子で

あることが知られている。高血糖は心筋細

胞や内皮細胞に酸化ストレスをもたらし、

誘導型糖一酸化窒素合成酵素(iNOS)を過剰

発現させる。酸化ストレスは一方では iNOS

の共役に不可欠な BH4 を減少させ、iNOS は

脱共役して大量のスーパーオキサイドを産

生し、さらなる酸化ストレスの増悪をもた

らす。したがって、糖尿病心における iNOS

の過剰発現は虚血、再潅流障害増悪に関わ

るひとつの機序として考えられてきた。し

かし、iNOS 由来の NO は遅延型 ischemic

preconditioning や resveratrol を用いた

薬理学的 preconditioning における心筋保

護の仲介役であることが知られており、虚

血、再潅流心における iNOS の役割はその共

役状態に依存することが示唆される。そこ

で、DM ラットの摘出心を用いて虚血前に

BH4 を投与し、iNOS の脱共役を抑制するこ

とによって iNOS 由来 NO が虚血、再潅流障

害に対する耐性獲得に関与しているか否か



を検討した。

３．研究の方法
実験１

（1） DM ラットの作成

250-300g 雄性 S-D ラットに 50 mg/kg の

streptozotocin または生理食塩水 0.5 ml

を 5 日間腹腔内投与した。28 日後に血糖を

測定し、350 mg/kg 以上を示すラットを DM

ラットとして実験に使用した。

（２）摘出灌流心モデルの作成

ラットに 100 mg/kg のペンバルビタール

ナトリウムを腹腔内投与して全身麻酔し、

直ちに心臓を摘出した。摘出心を 95% O2-5%

CO2 で平衡させた 37℃の Krebs-Henseleit

重炭酸緩衝(KHB)液を用いて75 mmHgの定圧

で潅流した。左心房から左室内にラテック

スバルーンを挿入し、左室拡張末期圧が

5-10 mmHg となるようにバルーン容量を調

節した。

（３）実験群

以下の薬剤をKHB液に添加して30分間灌

流した。

① コントロール群：非 DM ラットの摘出心

に溶解液(0.01%の dimethyl sulfoxide)

を投与した群

② DM群： DM ラットの摘出心に溶解液を投

与した群

③ BH4 群：非 DM ラットの摘出心に BH4 を

投与した群

④ DM+BH4：DM ラットの摘出心に BH4 を投

与した群

⑤ 1400W 群：非 DM ラットの摘出心に選択

的 iNOS 阻害薬 1400W を投与した群

⑥ DM+1400W群：DMラットの摘出心に1400W

を投与した群

⑦ MPG 群：非 DM ラットの摘出心に抗酸化

剤 Mercaptopropionyl glycine (MPG)を投

与した群

⑧ DM+MPG 群：DM ラットの摘出心に MPG を

投与した群

⑨ DM+BH4+ODQ群：DMラットの摘出心にBH4

と ODQ を投与した群

⑩ DTT 群：非 DM ラットの摘出心にチオー

ル還元薬 dithiothreitol (DTT)を投与した

群

⑪ DM+BH4+DTT群：DMラットの摘出心にBH4

と DTT を投与した群

以上の摘出潅流心を 30 分間の常温虚血

に置いた後 2 時間再潅流した。

（4）梗塞サイズの測定

再 潅 流 2 時 間 後 に 心 臓 を

Triphenyltetrazolium chloride で染色

して梗塞サイズを測定した。

（5）NOS の発現と活性の測定

免疫組織染色法と免疫電気泳動法を用い

て内皮型 NOS、神経型 NOS および iNOS の発

現を観察し、心筋における L-arginine から

L-citrulline への合成速度を測定して NOS

活性を評価した。

（6）スーパーオキサイドの測定

摘出心を dihydroethidium (DHE) を用い

て潅流し、免疫組織学的にスーパーオキサ

イドの産生を評価した。

（7）窒素酸化物 (NOx ; nitrite+nitrate)

の測定

心筋における NOx 濃度を HPLC 法で定量

し、一酸化窒素生物学的利用度の指標とし

た。

（8）タンパク S-ニトロシル化の測定

心筋タンパク S-ニトロシル化はビオチ

ン変換法にて測定した。

（9）統計学的検討

各群間の差は ANOVA を用いて検討し、

post-hocテストにはTurkey-Kramer法を用

いた。経時的変化は反復測定 2元配置分散

分析法を用いて検討し、p<0.05 で有意差と



した。

４．研究成果

DM心筋ではeNOSや nNOSの発現には変化

を認めなかったが、iNOS の過剰発現がみら

れた(図１)。

スーパーオキサイドの産生は増加した。

BH4と MPGは DM心筋においてスーパーオキ

サイドの産生を抑制したが、BH4 のみが NOx

の産生を増加させた(図 2, 3)。1400W は DM

心筋においてスーパーオキサイドと NOx の

産生を抑制した。

BH4はDM心筋においてタンパクS-ニトロ

シル化を増加させ、1400W または DTT はそ

の増加を抑制した。

MPGはDM心において梗塞サイズを縮小さ

せなかったが、BH4 はコントロール群と比

較しても有意に心筋梗塞サイズが縮小させ、

心機能を改善させた。DM心における BH4 の

心筋保護効果は DTT によって抑制された

(図５)。

以上の成績からDM心筋においてiNOSの脱

共役を抑制することは、NO を増加させ、タ

ンパク S-ニトロシル化を介して虚血、再潅

流障害に対する耐性を獲得させることが示

唆された。
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