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研究成果の概要（和文）：全般てんかん獲得には、持続的に高発現する神経型一酸化窒素合成酵
素 (nNOS) による過剰な一酸化窒素 (NO) 発生が、一因と考えられている。本研究では、タン
パク質の安定性・活性・局在を制御する翻訳後修飾機構に着目し、新たな nNOS の SUMO-1 化
修飾機構を明らかにした。さらに、脳全体で発生する NO レベルに依存して、全般痙攣発作が
抑制的にあるいは促進的に制御されることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We previously reported that excessive nitric oxide (NO) was 
generated by neuronal NO synthase (nNOS) which is persistently increased in the 
generalized epilepsy model of pentylenetetrazole (PTZ)-induced kindling rodents, which 
is caused by abnormal neuronal activity.  In this study, we characterized a novel 
posttranslational modification in nNOS by small ubiquitin-related modifier (SUMO) which 
regulates protein stability, activity and localization.  In addition, we found that the 
threshold of PTZ-induced convulsive seizure was defined by the NO levels in various brain 
regions of mice. 
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１．研究開始当初の背景 
 てんかんに苦しむ患者は、全世界で 500 万
人にも上る (World Health Organization, 
2009)。これまで、てんかんは抗てんかん薬
によりコントロールしやすい疾患とされて
いた (Shorvon, Epilepsia, 2009)。しかし、
近年の調査よりその約 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
らかとなり (Kwan and Brodie, Expert Rev 
Neurother, 2006)、てんかん発作発症・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。 
 てんかん発作は、部分発作と全般発作とに
大別されるが、全般発作発症メカニズムに関
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しては不明な点が多い。全般発作は、焦点が
なく大脳両側での異常な神経発火により誘
発される。この「焦点がない」＝「病巣を捉
えることができない」が全般発作の最大の特
徴であり、それゆえ発症メカニズム解明を困
難にしていると考えられる。 
 我々は、痙攣発作の原因のひとつとして考
えられている一酸化窒素 (NO) の関与に着
目した。ペンチレンテトラゾール (PTZ) 誘
発キンドリング獲得モデル（実験全般てんか
ん獲得モデル）を用いたところ、持続的に高
発現する神経型一酸化窒素合成酵素 (nNOS) 
によって産生される過剰な NO が全般痙攣
発作を誘発することを明らかにした (Itoh & 
Watanabe et al., Neuroscience, 2004.)。
この事実は、過剰な NO 産生をもたらす 
nNOS 高発現機構(タンパク質安定化機構の
異常)が全般てんかん発症の一因となりうる
ことを示唆する。一方、我々は、脳内で発生
する NO は、PTZ 誘発痙攣発作を抑制的に制
御することも見出した (Itoh & Watanabe, 
Neuroscience, 2009.)。NO の痙攣発作にお
ける相反作用の制御には、その発生量を規定
することに他ならないが、NO 発生量の制御
が痙攣発作を制御しうることを示唆する。 
 
２．研究の目的 
 PTZ 誘発キンドリング獲得には、持続的に
高発現する nNOS によって産生される過剰
な NO が、その一因と考えられている。本研
究では、(1) 過剰な NO 発生部位を全般発作
の病巣あるいは薬物治療の標的部位とし、ま
た (2) 過剰な NO を産生する nNOS タンパ
ク質の安定化/分解制御異常をてんかん発症
のメカニズムとして位置付け、それらの解明
を手掛かりに、全般てんかん発症メカニズム
におけるタンパク質安定化機構の役割を明
らかにすることを目的とした。 
 (1) PTZ 誘発痙攣発作における NO には相
反する二面性がある。生理的な NO は NMDA 受
容体のニトロソ化を介して神経細胞の過剰
興奮を抑制し、過剰な NO は神経の過剰興奮
を誘発する  (Itoh & Watanabe et al., 
Neuroscience, 2004.; Itoh & Watanabe, 
Neuroscience, 2009.)。NO の神経活動に対
する相反作用を適切に制御することで、痙攣
発作自体を制御できることが期待されるが、
痙攣発作時における NO の発生部位および 
NO の発生量は不明である。そこで本研究で
は、痙攣発作を制御する NO 発生部位および
その量を明らかにすることで、全般発作の病
巣をとらえ治療標的として確立することを
目的とする。 
 (2) ｎNOS タンパク質の安定性・分解は、
主にユビキチン化修飾によって制御されて
いると考えられている。しかし、PTZ 誘発キ
ンドリング獲得時における nNOS の持続的

高発現におけるユビキチン化修飾の関与は
これまで認められていない (科研費成果報
告: 課題番号 19790080)。そこで我々は、タ
ンパク質の安定性・活性・局在を制御する翻
訳 後 修 飾 機 構 の 1 つ で あ る  small 
ubiquitin-related modifier (SUMO) 化修飾
に着目したところ、nNOS が SUMO-1 化修飾
されることを見出した。そこで本研究では、
新たな nNOS の SUMO-1 化修飾機構を明ら
かにするとともに、nNOS タンパク質の安定性
/分解制御機構における SUMO 化修飾の役割
を明らかにすることを目的とした。また、得
られた知見を基盤とし、キンドリング獲得機
構における SUMO 化修飾を介したタンパク
質安定化機構の役割の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)全般発作モデルの作成と痙攣のスコア化 
 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
を腹腔より投与し、行動変化を観察した。痙
攣行動は、我々の以前の報告 (Itoh & 
Watanabe, Neurosci, 2009) に順じ、0～5の
ステージに分類しスコア化した。スコア 4 
(全般性間代発作: GCS) およびスコア 5 (全
般性強直間代発作: GTCS)を全般痙攣発作と
した。 
(2)ex vivo X-band EPR による脳内 NO 発生
量の定量 
 PTZ 投与 30 分前に、NO 特異的なスピン
トラップ剤 (500 mg/kg DETC, i.p. + iron- 
citrate complex, s.c.)を投与した。PTZ 投
与後、10 分間行動変化を観察した後、脳を
摘出し、大脳皮質 4  部位 (前頭葉・側頭
葉・頭頂葉・後頭葉)および海馬・小脳に分
割した。脳内で発生した NO は、E500 X-band 
EPR (Bruker) にて測定し、定量化した。 
(3) HEK293T 細胞の強制発現系を用いたnNOS 
の SUMO-1 化修飾機構の同定 
 pCDNA-FLAG-rat nNOS, pCAGGS-HA-human 
SUMO-1 および関連する発現プラスミドは、
リン酸カルシウム法にて HEK293T 細胞に導
入し、48 時間後、免疫沈降 (IP) およびイム
ノブロット (IB) に供した。 
(4) 質量分析計による nNOS の SUMO-1 化
修飾の同定 
 組換え nNOS タンパク質および組換え 
SUMO-1 化修飾関連タンパク質を用い、in 
vitro SUMO-1 反応を行った。標的分子は、ト
リプシンにて in gel 消化後、AXIMA-QIT 
(SHIMADZU) を用いた MSn 解析にて同定した。 
 
４．研究成果 
(1) 全般痙攣発作を制御する NO 発生機構の
解明（Watanabe et al., Exp Neurol, in 
press） 
 



 

 

Fig. 2. Enhanced NO content 
mediated by glutamatergic 
neuronal excitation is the 
threshold for induction of 
GCS & GTCS in PTZ-injected 
mice.. 
(A) Each inhibitor was injected 

30 minutes before PTZ 
injection.  The bars indicate 
the mean score.  * P< 0.05, 
vs control. 

(B) The NO concentrations in 
the inhibitor-treated murine 
brains were normalized to 
the basal NO content levels 
of normal mice.  ** P< 0.01, 
vs PTZ-injected mice. 

Fig. 1. PTZ-induced convulsive seizures involve excessive NO production
in all brain regions. 
(A) Typical ex vivo X-band EPR spectra of the (DETC)2-Fe(II)-NO complex in 

the temporal region of the cerebrum from PTZ-injected mice.  
Characteristic EPR signals of the (DETC)2-Fe(II)-NO complex (asterisks) 
were gradually increased depending on the dose of PTZ (b-e). 

(B) NO content in the temporal region of PTZ-injected mice.  An approximately
linear correlation was observed between the increase in NO production and 
the dose of PTZ injection (R2 = 0.9277).  ** P< 0.01, vs control. 

(C) Behavioral changes induced by PTZ injection.  Behavioral changes were 
observed for 10 minutes after PTZ injection, and the mice were scored 
according to a 1–5 rating scale.  Each bar shows the mean score. 

(D) NO content measured by X-band EPR in various brain regions from 
PTZ-injected mice.  

(E) The relative ratio between the NO levels in control and PTZ-injected mice in
each brain region.

①過剰な NO による全般痙攣発作の誘発 
 PTZ 誘発痙攣発作と脳内における NO 発生
量との相関性を明らかにするために、ex vivo 
X-band EPR を用い脳各部位ごとの NO 発生
量を定量した。脳内の NO 発生量は PTZ 投
与量に依存したが、痙攣の重症度は PTZ 投
与量に依存しなかった。興味深いことに、全
般痙攣発作が誘発されたときには、脳すべて
の部位で基底レベルの 1.5 倍以上の NO が
発生していた (Fig.1)。このことは、NO 発
生量が基底レベルの 1.5 倍以上に達すると
全般痙攣発作が誘発されることを示唆する。 

 そこで、 NO 発生量を  nNOS 阻害剤 
(3Br7NI)にて抑制したところ、全般痙攣発作
は抑制された。また、nNOS の活性化はグル
タミン酸神経活動依存的であることから、

NMDAR および AMPAR のアンタゴニストを用
いたところ、NO 発生量は基底レベルまで抑
制され、全般痙攣発作も抑制された (Fig.2)。 
これらの結果から、全般痙攣発作は、グルタ
ミン酸神経活動によって活性化された nNOS 
が産生する過剰な NO 依存的に誘発される
ことが明らかとなった。 
 一方、いずれの阻害剤を用いても PTZ 誘
発非痙攣性発作 (score1-3) は抑制されな
かった (Fig. 2)。この事は、PTZ 誘発非痙
攣性発作は NO 非依存的であることを示唆
する。そこで、全般発作治療薬のバルプロ酸 
(VPA) およびエトスクシミド (ESM) を用い、
PTZ 誘発非痙攣性発作における NO の関与
を検討した。VPA および ESM は、PTZ 誘発全
般痙攣発作および非痙攣性発作のいずれも
抑制した。一方、PTZ 誘発過剰 NO 産生は、
基底レベルまで抑制されたがそれ以上は抑
制されなかった (Fig.3)。これらの結果から、
PTZ 誘発非痙攣性発作は、NO 発生量には非
依存的であり、T-type Ca2+ チャネルからの 
Ca2+ 流入を介して惹起されることが示唆さ
れた。 

 以上の結果から、脳全体で発生する NO が
基底レベルの 1.5 倍以上に達すると全般痙
攣発作が惹起されることが明らかとなった。 
 

②基底レベルの NO による全般発作の抑制 
 NO は PTZ誘発痙攣を惹起するだけでなく、
抑制的にも作用する (Itoh and Watanabe, 
Neurosci, 2009)。nNOS 遺伝子欠損マウス 
(nNOS-/-) は、野生型 (nNOS+/+) では非痙攣性
発作しか引き起こさない低用量の PTZによっ
て激しい全般痙攣発作を引き起す。この現象
は、nNOS+/+ に nNOS 阻害剤を前投与し nNOS 
活性を著しく抑制することで再現された。い
ずれも脳内で発生する NO レベルは、検出限
界以下であった。以上より、基底レベルより
も極めて低レベルの NO が PTZ 誘発痙攣感
受性を抑制的に制御していることが明らか
となった (Fig.4)。 
 本研究より、脳全体で発生する低レベルの 
NO は全般痙攣発作を抑制的に制御し、脳全
体で発生する高レベルの NO は全般痙攣発
作を惹起することが明らかとなった。 

Fig. 3. Effects of 
AEDs on PTZ- 
induced convulsive 
seizures.. 
(A) Anticonvulsive 

effects of AEDs on 
PTZ-induced 
convulsive seizures. 
* P< 0.05, vs without 
AEDs. 

(B) The relative ratio of 
NO production in 
PTZ-injected mice 
treated with AEDs.  
* P< 0.05, vs 
PTZ-injected mice.



 

 

Fig. 6. Identification of 
SUMO-1 modifications of 
nNOS in vitro 
A. SUMO-1 is conjugated 
to nNOS in vitro. 
  The   nNOS-SUMO-1 
conjugates were detected as 
shown in bands [b] and [c].
B. The MALDI-TOF MS 
spectrum of a tryptic 
digest of the 
nNOS-SUMO-1 conjugates.
  The masses of tryptic 
peptides were analyzed by 
using AXIMA-QIT/TOF MS.  
Rat nNOS was identified, 
and its assigned peaks are 
shown as black dots. 
C. The MS/MS spectrum of 
nNOS-SUMO-1 conjugates. 
  The tryptic peptides from 
bands [a] and [c] shown in A 
were sequenced by an 
MS/MS analysis.  Rat 
nNOS and SUMO-1 were 
identified by a MS/MS ion 
search of the 1993.07 m/z 
(upper panel) and 896.48 
m/z (lower panel) peaks, 
respectively. 

 nNOS によって発生する NO レベルの制御
が、新たな抗てんかん薬の創薬ターゲットに
なりうることが期待された。 
 
(2) nNOS タンパク質の安定性/分解制御機構
における SUMO 化修飾の役割 
 

①新たな nNOS のタンパク質翻訳後修飾機
構:SUMO-1 修飾機構の同定（Watanabe & Itoh, 
BBA, 2011）。 
 HEK293T を用いた強制発現系による 
IP/IB (Fig.5)、および in vitro SUMO 化反
応産物の質量分析 (Fig.6) より、nNOS は細
胞レベルおよび in vitro にて、少なくとも 
2 箇所が SUMO-1 化修飾されることが明ら
かとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 SUMO 化修飾反応は、E1(活性化酵素)、
E2(結合酵素)および E3 リガーゼにより触
媒され、SENPs により脱 SUMO 化される。そ
こで、nNOS の SUMO-1 化修飾反応に関与す

るそれら酵素群を解析した。 
 SUMO 化修飾反応は E2 の Ubc9 の酵素活
性に依存する。そこで、nNOS の SUMO-1 修
飾反応における Ubc9 の影響を検討したと
ころ、2 か所の SUMO-1 修飾は Ubc9 の酵素
活性依存的であることが証明された(Fig.7)。 

 SUMO 化修飾反応は E3 リガーゼによって
促進される。基質特異性の広い PIAS family 
の影響を検討したところ、nNOS の SUMO-1 
化修飾には PIASX が E3 として機能する
ことが示された (Fig.8)。 

 SUMO 化されたタンパク質は、イソペプチ
ダーゼ活性を有する SENP family によって
迅速に脱 SUMO 化される。そこで、SENP 
family の影響を検討したところ、nNOS の 
SUMO-1 化修飾は、SENP1 および SENP2 によ
って脱 SUMO 化されることが明らかとなっ
た (Fig.9)。 

 興味深いことに、nNOS が高発現する小脳
顆粒細胞には、SUMO-1, Ubc9, PIASX いず
れも発現している。それらの発現様式は不明
だが、脳内でも nNOS が SUMO 化修飾される
ことが示唆される。 
 以上より、nNOS の新たな SUMO-1 翻訳後
修飾機構が同定された。 
 

②nNOS の SUMO-1 化修飾による機能制御 
 nNOS の SUMO-1 化修飾反応は、一部のド
メイン構造ではなく全長の立体構造が重要
であることが示唆された（Watanabe & Itoh, 
BBA, 2011）。nNOS はホモ 2量体にて活性化/
安定化する。そこで、nNOS の NO 合成酵素
活性や nNOS タンパク質安定性に対する 
SUMO-1 化修飾の影響を検討したが、現在ま
でのところ明確な関与は認められていない。
「SUMO-1 修飾による nNOS 機能制御機構」
解明には、nNOS の SUMO-1 化修飾部位同定
に基づく更なる機能解析が必要である。 
 

③全般てんかん獲得モデルにおける SUMO 
化修飾タンパク質群の影響 
 近年、脳虚血モデルにおいて、SUMO 化修
飾タンパク質群の発現量変動が報告された

Fig. 5. nNOS is posttranslationally
modified by SUMO-1 in HEK293T 
cells. 
Two nNOS-SUMO conjugates were 
detected (arrows, top panel). *, non 
specific signals. 

Fig. 7.  SUMO-1 
modification of nNOS 
depends on the E2 
enzyme (Ubc9) activity.

Fig. 4. The background NO 
level negatively regulates the 
susceptibility to PTZ-induced 
convulsive seizures. 
(A) The facilitatory effects of 

treatment with L-NNA in 
nNOS+/+ mice on the 
PTZ-induced convulsive 
seizures.  Each bar shows 
the mean score.  # P< 0.05, 
vs PTZ (40 mg/kg)-injected 
nNOS+/+ mice.l. 

(B) The NO content in PTZ (40 
mg/kg)-injected mice 
pretreated with L-NNA.  The 
gray dotted line shows that 
the NO levels were below the 
limit of detection by EPR.  * 
P< 0.05, vs control nNOS+/+ 
mice.  # P< 0.05, vs PTZ (40
mg/kg)-injected nNOS+/+ 
mice. 

Fig. 8.  PIASxβ functions as an E3-ligase for nNOS. 

Fig. 9.  SENP1 and SENP2 function SUMO-deconjugating 
enzymes for nNOS-SUMO-1 conjugates. 



 

 

(Cimarosti, et al., Neuropharmacol, 2008; 
Lee, et al., J Neurochem, 2009)。脳虚血
の病態には NO の関与が報告されており、過
剰な NO によって惹起される全般てんかん
獲得過程においても、SUMO 化修飾タンパク
質群の発現変化が推測された。そこで、PTZ 
誘発キンドリング獲得モデルにおける SUMO 
化修飾タンパク質群の発現量変動をイムノ
ブロットにて検討したが、現在までにその標
的分子の同定には至っていない。全般てんか
ん獲得過程における SUMO 化修飾機構の関
与を明らかにするためには、標的分子の同定
に基づく更なる検討が必要である。 
 

④痙攣発作を惹起する過剰な NO がもたら
す脳機能異常 
 全般てんかんにおける新たな脳機能異常
の指標確立を目的とし、小動物用 MRI を用
いた非侵襲的な脳機能評価方法 (Hama et 
al., Biol Pharm Bull, 2012) を改変し、血
液脳関門 (BBB) と痙攣発作との関連性を検
討した。PTZ 誘発痙攣発作時には、BBB の機
能不全が認められた。さらに BBB 不全は、痙
攣を惹起する過剰な NO に依存することが明
らかとなった (第 86 回日本薬理学会年会、
2013)。種々の中枢神経系疾患において、BBB 
機能不全と脳内酸化ストレスの関連性が示
唆されている。全般てんかんにおける BBB 
機能不全は、酸化ストレスの影響を受けやす
い SUMO 化修飾機構およびタンパク質安定
性の役割を検討する上で、新たな指標となる
ことが期待された。 
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