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【背景】

本来，血液系細胞において重要な役割を有すると考えられていたcytokineのな

かに心筋直接作用を有するものがあることが近年報告されているこれらの知見は

1992年のFinkelらのSyrianHamster の乳頭筋における実験(1)にその端を発するが，我々

もcytokineのlつであるinterleukin(IL)-6がニワトリj距培養心筋細胞において心筋収縮

抑制作用を有することを過去に報告した (2).Finkelらの報告に見られる如く，また我々

の知見においても，cytokineの心筋収縮抑制作用はNO合成酵素 (NOS)の阻害楽である

NG-monomethyl-L-arginine (しNMMA)の前投うにより有意に抑制されたこのように

cytokineの心筋直接作用がNOを介するということが示唆されてきた.

NOSがcloningされる以前からNOS活性のiJ!IJ定により，心筋にはCa'+依存的かっ

構成的に発現しているNOSとcytokineにより誘導されるCa'+非依存性のNOSの2穐類が

存在することがわかっていた (3)心筋のNOSもその後cloningされ，構成的な

(constitutive) NOS (cNOS)の方は内皮細胞型NOSすなわちNOS3と同ーの酵素であり

(4)，また誘導型 (inducible)NOS (iNOS)の方はmacrophage型NOSすなわちNOS2と同

であることが分かつた (5-7)心筋のcNOSはacethylcholineによるmuscarinicreceptorを介

した心筋収縮抑制作用を制御していると考えられる (4，8)この心筋cNOSによる心筋

作用は収縮抑制の他に細胞内Ca'+濃度減少作m(2)， L匂 peCa'令官立流の抑制作用 (4)，陰
性変時作用 (2，8)などを含むものと考えられており，先に述べたcytokineの陰性変カ

作用を担うものと考えられるこれらのcytokineによる心筋収納抑制作用は，たとえば

敗血症においてはその機序がf動いていることが十分に考えられる.敗血症においては

循環血液中のIL-6とtumornecrosis factor (TNF)α はかなり高濃度であると報告されて

おり (9)，Finkelらや我々が実験的に使用したcytokineの濃度とも合致するしかし，そ

れほどの高濃度が循環血中に存在しなくても，心筋近傍において炎症が存在する疾忠

においては，反lfi]したリンパ球やmacrophageから分i必されるcytokineの局所的濃度が

上昇していることが示唆される.そのような疾忠としては急性心筋炎 (10)，stunned 

my∞ardiumを含む虚血後再ir主流障害 (11)，急性心筋梗塞 (12)，移組後拒絶心 (13，14)， 

拡張型心筋症(15)などが考えられているさらにこのような疾忠においても，IL-6と

TNFαの発現が他のcytokin巴と比較しでもかなり選択性を持って充進しているという

報告が多い(1ト15)江-6のみならず， TNFαもNO非依存性ながら心筋収縮抑制作用を
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有することが報告されており (16)，戎々の研究においてもそのことが確認された

(17). 

しかし，このような疾患においても心筋収縮抑制作用は短期間では終わらず，

cytokineによるcNOSの活性化などの急性作用のみでは説明することが困難である場

合が多い.Cytokineは時間依存的に心筋細胞においてiNOSを誘導することが知られて

いるが (5，6)，このような疾患においても局所的高濃度のcytokineの存在を考えれば，

時間依存的に心筋細胞内にiNOSの誘導が生じ，その産生するNOが慢性的に心筋収縮

力を抑制している可能性があると考える近年，拡長型心筋症を含む心不全患者の心

筋(18，19)や移植後拒絶心 (20，21)において， iNOSの発現が見られたという報告があ

る

iNOSが心筋細胞において誘導されることは1993年頃より確立されてきたそ

の誘導因子としては， IL-Is (5，6)， Jし6(2)， TNFα(6)， interferon y (6)， 

lipopolysaccharide (LPS) (7)などであり， mVIVQにLPSを腹腔内注入しでも (6)，in vitroで

心筋細胞にcytokineを直接作用させても (2，5-7)，心筋細胞にiNOSが誘導され， cNOSの

活性化などとは比較にならない大量のNOを産生する

iNOSの誘導による心筋細胞の機能に対する影響は，従って，この産生された大

量のNOの作用はいかにということになるこれまでの報告ではNOdonorは心筋細胞

において収縮力を抑制するというものが多い (22)また， NOの増加に伴うcGMPの産

生増加もまた心筋に対しては抑制的に働くという報告もある (23)我々も予備的な実

験においてNOdonorや8-bromocGMPが心筋細胞の収縮を抑制することを見い出して

いる iNOSの誘導された心筋細胞または心臓は収縮機能が低下しているという報告

が多いが (2，6， 24-27)， NOによる作用を明瞭に分離した研究は少ないまた，心筋収縮

力と細胞P-JCa2+動態を同時に観察した研究も見当たらないこれまで我々の研究室で

は心筋の機能をtnVIむoで検討するために培養細胞において細胞収納と細胞内Ca吋農度

の同時測定することにより，様々な知見を得たきた (2，7， 17， 28-32).この研究では

iNOSを心筋細胞に誘導し，その産生するNOの心筋における直接作用を細胞収縮と細

胞内Ca2+濃度の同時測定により検討した (7)

心筋細胞におけるiNOSはその発現様式がまったく存在しない状態から時間依

存的に誘導されるというものであり，ある種のprotooncogen巴(c-fosなど)の発現パター

ンによく似ている (28)その意味でiNOSの転写調節を検討することは比較的困難で
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なく，また信頼すべき結果が得られ易い iNOSの転写制御に関してはマウス (33)，ヒ

ト(34，35)，およびニワ トリ(36)で'iNOS遺伝子の5'上流領域がcloningされ，転写因寸こ

結合部位について検討が行われてきた (37-39)しかし，この研究において使用した系

はラットであるため，まずラッ トiNOS遺伝-f-の5'上流領域のcloningから行ったさら

に転写調節にかかわる因子について検討した結果ではiNOSの転写を調節する肉子は

数多くある (40)臨床において頻用される楽斉IJもiNOSの転写レベルを変化させるも

のがあるようで"， iNOSによる心筋不全の病態形成を修飾する可能性があるまた，心

筋不全の病態からiNOSの発現にいたる経路を研究する上で， iNOSの誘導に関与する

各種の転写因子について検討することは重要な手がかりを与える可能性がある.これ

らの意味でもiNOSの心筋細胞における転写調節様式を検討することは有用であると

考えた.
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【方法】
[新生仔ラッ ト培長心筋細胞の調整 (7， 28，29)J 

l日齢のWistarratの心室を80unit/m1のcollagenas巴(Class1I ， Worthington 

Biochemic山 Co.)を含むHanks氏液のなかに37"(;10分incubateすることを4回繰り返し

て，細胞を分離した分離した細胞は6%の牛JJ削f血清を含む培養液 (40%medium 199， 

0.1 % penicillin-slreptomycin， 116 mM  NaCI， 1.0 mM NaH2PO" 0.8 mM MgSO" 26.2 mM 

NaHCO
J
， 0.9 CaCI

2
， 5 mM Glucose )に移し， 30分r:JJpreplaleしたその後，上清を

bromodeoxyuridine (0.1 mM， Sigma)を含む培養液中で5%C02および37"(;の条件で3日

間培養した 4日目に無血清培地 (20%medium 199，20% F-12 Ham， 0.1 % p巴日icillin-

streptomycin， 116 mM NaCI， 1.0 mM NaH2POれ 0.8mM MgS04， 26.2 mM NaHCO" 0.9 

CaCI" 0.6 mM KCI， 5μg/m1 insulin-transferrin-selenium [Sigma])に変更し，さらに24時間

以上培養した

[新生仔ラッ ト培養非心筋細胞の調整(7， 28)J 

上記の新生仔ラッ ト心筋細胞の培養の過程でpreplateしたときに得られる付着

細胞をbromodeoxyuridin巴を含まない10%牛胎仔IJI1消を加えた培地で培養した その細

胞を2回passageした後に， 1-2日血清加培地で培養した後，無血消培地に変更し，さら

に24時間以上培坐した.

[成ラッ ト心筋細胞の単離 (31)J 

成体のWislarrat (250-300 g)をpentob剖bilal(200 mダkg)腹腔内注入により麻酔し

た後，取り出した心臓を37"(;の溶液で逆行性に瀧流した冠滋流圧は60mmHgとした

最初にCa2•を含まないHEPES i容液 (1 26 mM I、laCI，4.4 mM KCI， 1.0 mM NaH2P04， 5 mM 
MgSO" 12.5 NaOH， 5 mM sodium pyruvate， 24 mM HEPES， 22 mM glucose， 20 mM 

taurine， 5 c陀atine)で5分間ir主流し，次に0.1mM Ca2
• , 1 mgtml collagenase (class 1I ， 

Worthington)，および0.1mg/m1 proteas巴(Sigma)を含むHEPES溶液で、15分間潅流した

最後にcoUagenaseもproteaseも合まない0.1mM Ca2•の HEPES溶液で，. W.[流 した後，心筋を

小片に分割し， 37"(;で10分間incubateしたこれにより得られた細胞懸濁液に前述の無

血清培地を加え， 6時間培養した後，実験に使用した

[成ラット培養非心筋細胞の調整 (7，41)J 
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成体のWistarrat (250-300 g)を巴山巴r麻酔し，取り出した心臓を0.1% penicillin-

streptomyclnを含むphosphate-buffercds叫mcで洗浄した後， 0.1 % trypsinと0.1%

collagenaseを含むHanks氏液内で20分間incubateしたこれによリ得られた細胞を血清

加培地でl時間培養した後，上i行を捻て，媛着した細胞を 10%牛)J台仔血ij'iを含む培地で

4-5日間培養した l回passageした後，さらに1-2日間府養した後，無血清培地に変更し

24時間培益した.

[エンドトキシンテスト]

無血清培地中のendotoxinの含量をLIMUTESTERキット(フナコシ)で測定した

無血清培地中のendotoxinのレベルは約10pglmJであった

[免疫細胞染色と2次元画像解析 (7，28)J 

免疫染色の際には細胞をcoverslipの上』こ培錯した細胞を l∞%ac巴toneまたは
3% parafolmaJdehydeで固定した使用したl次抗体は 1)マウスiNOS蛋向のC末端に対

応する合成ペプチドに対するウサギpolyclon剖抗体 (AffinityBioReag巴nt)，2)ウサギ骨

格筋のll'-ac凶に対するマウスmonoclonaJ抗体 (Sigma)，3)平滑筋 α-actmのN末端に対

応する合成ペプチドに対するマウスmon∞lon必抗体 (Sigma)の3種類である 2次抗体

は， fluoresc巴inisothiocyanateで標識されたものを使用した細胞の蛍光画像はコン

ピューター解析システム (ARGUS-50，浜松ホトニクス)により， 2次元画像として解析

した

[混在する内皮細胞の同定 (7，42)J 

培長細胞中の内皮細胞の混在を同定するために，coverslip上の細胞を 1，1'-

dioctadecyl-3ム3'，3'-tetramethylindo-carbocyanineperchlorateで襟識されたlμgI削の

acetylat巴dlow dens町 lipoprot巴in(BiomedicaJ T巴chnologies)とともに培養した 4時間培養

後， 3% paraformaJdehydeて、同定した蛍光岡像はARGUS-50により，解析した

[細胞生存率測定 (6，7)J 

新生仔ラット心筋細胞を， 200μg1mJのMTT(Sigma)を含む無血清格地で4時間

培養し， HCl/isopropanolて、細胞を阿収したコントロールの細胞における (570nmでの

吸光度)ー (630nmでの吸光度)を 100%とし，パーセンテージにより表示した.
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[併j酸塩/!IE硝酸塩濃度の測定(7)] 

培d毒液中の硝酸塩/!IE硝酸境の濃度はNitratelNitriteAssay Kit (Cayman Chemical 

Co.)を用いて測定したまた，上清を除去した培長細胞を4時間M1Tを含む無血m培
地で培養した後，前項にしたがって， MITassay用に回収した NOx濃度はMITassayに

より求めたコントロールの細胞に比較した細胞生存率のパーセンテージで補正して

表示した

[cGMPおよひ‘cM在P含量の測定 (2，7)] 

培養細胞中のcGMPおよび、cAMPの含量をYAMASA Cyclic GMP/Cyclic AMP 

Assay Kit (ヤマサ醤油)で測定した cGMP/cAMP含量は蛋白含量で補正して表示した.

[NOS活性の測定]

新生仔ラッ ト心筋細胞のNOS活性はNOSdetecilMAssay Kit (Stratagen巴)により測

定したこの活性は蛋白含量により補正して表示した

[ラット心筋iNOSのcDNAprobe の調整 (7)] 

LPS (E.旨cheriacoli serotype 055:B5;DIFCO Laboratories)を6時間投与した新生仔ラッ

ト培養心筋細胞から摘出したtotalRNAに対してラッ ト平滑筋iNOS(43)のlから8番の

アミノ酸に対応するoligonucleotid巴(5'-ATGGCTTGCCCCTGGAAGITTCTC-3')を上流

pnmerに， 268から276番のアミノ般に対応するoligonucleotideを下流primer(ターCCTCT-

GATGGTGCCATCGGGCATCTG-3')に設定して，RT-PCRを施行した約830bpの

RT-PCR産物をpCR1MII (TA Cloning1M Kit， Invitrogen)に組み込み，subcloningした

[Northem blot解析 (7，28， 30， 32) ] 

Total R1可A(20μg)をI%ag剖osegelで分間し，Zeta-ProbeTh1m巴mbrane(Bio-Lad 

Laboratories)に転写した膜は42'C，I昼夜 prehybridizationした後，前述のiNOScDNAと

ヒトs-actin cDNAを32pで標識したものと42'C， 1昼夜間cubat巴した洗浄の最終条件は

O.lx SSC/O.I % SDSで65'C， 15分とした iNOSのmRNAに相当するバン ドの泌度はp

-actmのそれにより，補正して定量化した
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[Wes民mblot解析 (7，32)] 

培養細胞を2%SDSで回収し， 8% acrylamide gel上で、電気泳動し， Clear Blot p'M 

(ATIO)にsemi-dry法て、転写した Blockingは4%skimmed milkと1% bovine serum albumin 

で行い，その後，前述の抗iNOSpolyclonal抗体とincubateした Hors巴radishperoxidaseで

標識された2次抗体とさらにincubateした後，chemiluminescence method (ECL 1M， 

Amersham)により，発生した蛍光をX線フィルム上に感光させた

[細胞内Ca2+濃度と細胞収縮の同時測定 (2，7， 28-32) ] 

細胞内Ca2+濃度 ([Ca2+]，)はindo1を用いて測定した coverslip上に培養した細胞

を5μMのindoI-acetoxymethyl ester (同仁化学)を含む培養液内で37'(;15分間incubateし

た Coverslipは連続潅流できるchamber上でHEPESi樹液 (137mM NaCI， 3.7 mM KCI， 

0.5 mM MgCI2， 1.8 CaCI2， 5.6 mM  glucose， 4.0 mM HEPES [pH 7.35])により 37'(;で滋流

した測定された蛍光強度のi七(R，400 nmJ500 nm)から以下の式を用いて[Ca2+]，を計

算した.

[Ca2+];=250X (R -0.314)7(0.882 -R) X 1.492 (nM) 

心筋細胞の収縮は培養心筋細胞の表面に直径5μmのplasticmicrosphe陀(Latex

beads， Sigma)を貼り付け，これにvideomotion d巴1巴ctor(Cresc巴ntElectronics)のrasterlineー

を合わせてtrackingすることで測定したコントロールの収縮の振帽を 100%として正

規化した

[Ca2+];と細胞収縮の振阿のデータは5つ以上の連続する収縮において安定して

いる部分から求めた I[函の実験においては， 5-7枚のcoverslip上の制胞からデータを採

取し，平均的なものをその実験のデータとして採用した各実験において，それぞれ

日IJの日に培養した細胞から得たデータが3つ以上あるように留意、した.

[ラットiNOS逃伝子の5'上流領域のcloning]

Rat genomic DNAは新生仔ラット培養心筋細胞からQIAGENGenomic DNA 

Purification Kit (QIAGEN)を用いて調整したつぎに，すでにcloningされていたマウス

iNOSの5'上流領域 (33)に相同なpnmerを設定し，PCRによりratgenomic DNAを増幅し

たここで待られた約lωObpのバンドをsubcloningし，自動DNAsequencer (model 

373A， Applied Biosystems)により，塩基配列を解析した

8 



[主主蛋白の抽出 (32)] 

新生仔ラッ ト心筋細胞をTris-bufferedsalineで、回収し， nonidet NP-40 (Fluka)を使

用して，核蛋白を分離したこの上清5μlあたり約10μgの核蛋白が得られた

[DNase I foot printing解析]

上記の1.1kbのinsertを挿入されたpCRII vectorをまずEcoRIとXbaIで切断し，

すべてEcoRI -Xba I末端を有するv巴ctorと約500bpおよび600bpのDNA断片を得た

それぞれのDNA断片をvectorとligationし，約500bpおよび600bpのtnsertを持つpCRII 

vectorを得た.つぎに，それぞれのplasmid(15μg=-IOpmol)をHind旧で切断しl2pで

標識した XbaI切断を行い， 570bpおよび660bpの襟識されたtnsertを分離し， probeと

したこの場合， 570bpのprobeで、はnoncodingstrandの上流側が， 660bpのprobeで、は

coding strandの下流側がそれそ、れ襟識された

このprobeと先に抽出した核蛋白を37"C305]-incubateした後，貯;as巴ーfreeDNas巴

(Promega)を0.15unit加え，室温でl分incubateしたそれらをphenollsevaqで除蛋白およ

び"DNA抽出を行った後， 6'7l尿素polyacrylamidegel上に展開したまた，サイズマーカー

として， Marker9 (ニッポンジーン)をロpで襟識したものを使用した.

[一過性遺伝子導入によるenhanc巴r/promoter活性の解析]

上記の1.1kbの断片をpCAT basic vector (Promega)のHindill-XbaI部位にIigatio日

したこの1.1kb断片を挿入されたpCAT basic vectorのdeletionmutantはKiloSequenc巴

Deletion Kit (宝酒造)で作成した.これらのd巴l巴llonmutantの塩基配列は前述のautomated

DNA sequencerにより，解析した

pCAT vectorの培養心筋細胞への逃伝-[-導入はlipofection法で施行した pCAT

vector 5μgとpSVs gaJ (promega) 2μEを凶lsfectam(Promega) 40μgとともに無血消培

地内に混合し， 6時間培養したその後，無血治培地を新しいものに変更し，各種

tntervenllonを力Hえた Intervention後48時間で細胞を回収し，chJoramphenicol 

acetyltransferase (CAT) assayとs-galactosidase assayを施行した CATassayによ り得られ

た放射活性は細胞抽出液を含まないサンプルのパッ クグラウンドの値を差しづ|いた

後，蛋白含量と内因性の活性を除いたs-galactosidase活性の吸光度で市Ii正した.

[Gel shift解析 (electrophoresismobility shift assay [EMSA]) (32) ] 
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EMSAに使用した2本鎖oligonucleotideは次のとおり太字部分の配列は転写因

子が結合するのに必要な場所である CREはcAMP-responsiv巴巴lement，IRFはinterferon

regulatory factor， SIEはsis-inducible巴l巴ment，GASはy-interferon activation sit巴をそれぞれ

表わす 32pで標識されたこれらの2本鎖のoligonucleotideと前述の核蛋門とを室温にて

30分間incubateし，4%acrylamide gel上で電気泳動した

1. NFーκBsite 

2. CRE 

CAAT box 

工RF5iヒe

5. S工E/GAS

[統計]

5・GATCGAGGGGACTTTCCCTAGC-3・
3' -CTAGCTCCCCTGAAAGGGATCG-5・

5・GATTGGCTGACGTCAGAGAGCT-3・
3 '-CTAACCGACTGCAGTCTCTCGA-5 ， 

5' -AGCTTCCATAGGTTACACAACTGGGATA-3' 

3' -AGGTATCCAATGTGTTGACCCTATTCGA-5' 

5' -TCGAAGTGAAAGTGAAAGTGAGACTCTAGA-3・
3' -TCACTTTCACTTTCACTCTGAGATCTCCTAG-5' 

5'ーGTCGACATTTCCCGTAAATCGTCGA-3' 

3' -GTAAAGGGCATTTAGCAGCTGC-5' 

各実験のnは独立した培養から得たデータの数を示すデータはすべて平均±

SEMで表示した多群聞の比較に際しては2-wayANOVAを使用し， Ftestにより有意差

があるとされた場合，それぞれの 2群!日jの比較に I-testを使用したまた，危険率5%以

下を統計学的に有意であるとした.
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【結果】
[培養中の細胞種の同定]

この実験で使用した培養細胞は新生ffラット心筋細胞と非心筋細胞，および成

ラット非心筋細胞の3種類である図lに示すように，sarcomencαaClm防ー性細胞の比

率は新生仔ラット心筋細胞の培長では95%以上，新生仔ラッ ト非心筋細胞の培長では

10%前後，成ラット非心筋細胞の培養では2%以下であったこの抗sarcomenca -aclm 

抗体は心筋と骨格筋の a-actmを認識するが，これらの培養系への骨格筋の混入はま

ず考え難いので，このsarcom巴ncα-actm陽性細胞は心筋細胞であるとして妥当と思わ

れるこれら3種類の培養系において平滑筋 α-actm陽性の細胞はまったく存在しな

かったまた，acetylated low density lipoproteinを取り込んだ細胞はmacrophageか内皮細

胞であると考えられる (42)。ただし、この塙長系へのmacrophageの混入は考えにくい

図lに示すように新生仔ラット心筋細胞の培後ではまったく内皮細胞の混在はなかっ

たが，新生仔ラット非心筋細胞の橋義と成ラット非心筋細胞の培養では2-3%の細胞

は内皮細胞であった

これらの結果からこの実験で使用した新生仔ラット心筋細胞に培養はほぼ心

筋細胞からなるものと考えられたまた，新生仔ラットの非心筋細胞の培養および成

ラットの非心筋細胞の培養はその大部分は心筋，血管平滑筋，内皮細胞以外の細胞，

すなわち心筋線維芽細胞であると考えられた

[各種の細胞におけるLPSによるiNOSの誘導]

10μglmIのLPSを6時間投うした新生仔ラッ ト培養心筋細胞からRT-PCRにより

得たiNOScDNA断片をprobeにしてNorthernblol解析を行った図2に示すように

orthern blot解析においてiNOSは約4.4kbの単一のバンドとして認められた 10μglmIー

のLPSは心筋細胞において時間依存的にiNOSを誘導した mRNAのレベルで云うと

LPS投与後2時間から誘導が認められ， 6時間をピークとし， 24時間後も誘導が認めら

れた心筋線維芽細胞においては新生仔においてはiNOSの誘導はやや少なめで、あり，

成体においてはほとんど認められなかった新生仔ラット非心筋細胞の培養における

若干のiNOSの誘導は混在する 10%前後の心筋細胞によるものと考えられたまた，い

ずれの細胞においても非刺激時にはiNOSの発現は全く認められなかった

Westem blot解析によれば， LPS投手後心筋細胞において約130ゅのiNOS蛋白が
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誘導された図3に示すようにLPS投与後6時間]から有意に誘導が認められ， 24時間後

に最高となった線維芽細胞における誘導はNorthernblot解析の結果と同様に少ない

ものであったいずれの細胞においても非刺激時にはiNOS蛋白の存在は全く認めら

れなかったまた，培養液中の亜硝酸海の濃度および、細胞内cGMP含量は各種の培養

細胞においてiNOS蛋白の誘導レベルと予行して上昇した。

さらに凶4に示すように抗iNOS抗体による細胞免疫染色によれば， iNOS蛋白は

ほぼ心筋細胞に限局して誘導された線維芽細胞においては凶OS蛋白が誘導された

細胞はほとんど認められなかった.新生仔ラット培養心筋細胞において図5に示すよ

うに非刺激時に比べて， LPS投与24時間後において著明なCa2+非依存性のNOS活性の

増加を認めた.したがって，心筋細胞において誘導されたNOSはCa2+非依存性の隣索

活性を有することが示された

また，成ラッ トの心筋細胞を単離し，61時IHiLPS(10μglmJ)を投与した細胞から

tot剖悶'IAを調整し，培養細胞と同じiNOScDNA probeを用いてNorthern blot解析を行っ

たものを図6の左に示すレーン2に見られるようにコントロールでは見られない

iNOSm則可Aの誘導が認められるさ らにrodshape の成ラット単離心筋細胞の免疫染

色を同じ抗iNOS抗体を用いて行ったところ，図6の右レーン2に示すようにしPS投与6-

時間においてiNOS蛋白の発現も認められた

以tのようにラッ トの心筋においてはLPSによるiNOSの誘導は発達段階を問

わず，線維芽細胞にはほとんど生じず，ほぽ心筋細胞に限局していた，このiNOSにつ

いて以後検討する上で成ラットの単離心筋細胞では定量的な評価が技術的に困難で

あるため，以下の実験はすべて新生仔ラット培養心筋細胞を対象として施行した

[L-NMMAが新生仔ラット培養心筋細胞におけるiNOS誘導に与える影響]

図7Aに示すように， L-NMMAυ00μM，Sigma)の前投与はしPS投ラ6時間により

誘導されたiNOSmRNAに有意な影響を与えなかった図7BはLPS投与24時間後の

iNOS蛋!ム!の誘導にもしNMMA(I∞μM)の前投与が祈意な影響を与えなかったこと
を示す

図8Aに示すように，しNMMAとLPSの|白JI時投与のみならずL-m仏1AやLPSの単

独投与も投与後24時間において心筋細胞のviabilityに何らの影響を与えなかったこ

のことは，培養液中の亜硝酸塩の濃度と細胞内cGMP含量を蛋白合量一て中ili正すること
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が妥当であると考える根拠となる.iNOSf長内の産物である培養液中の亜倒酸温の濃

度(図88)と細胞p..JcGMP含量 (1苅9A)の上芥はL-NMMAとLPSを24時間同時投与した

細胞では有意に抑制されたしたがって，このL-NMMAとしPSを同時投与した心筋細

胞はiNOS蛋門を発現しながらもNOをまったく産生しない状態にあると忠われる.こ

のレN恥仏1AによるNO合成の抑制が可逆的であることを示すために， 100倍hlの

L-arginine (10 mM， Sigma)を追加投与した図88に示すようにしargmmeはしNl'v仏IlAと

LPSを同時投与していた心筋細胞において5分以内にNOの産生を回復させたこのよ

うにしN恥仏仏のiNOSに対する抑制作用は可逆的であり引き続いて投与したL-arginineー

は卜分な盆のNOを産生させることができる 一方， D-arginine(10 mM， Sigma)は

しNMMAの抑制作用を逆転することはできなかった図9Aに示すようにcGMP合主ーの

測定からもしargmmeの追加投与がしNMMAの抑制作用を5分以内に逆転し， cGMPの

含量の増加をもたらすことがわかった。非特異的phosphodiesterase(PDE)阻害薬であ

る3-isobutyl-I-methylxan出n巴(aMX，Sigma)を100μMの10分間の前投与することによっ

てcGMP含量の基礎値は有意に上昇したがよ-argmmeの追加投与によりcGMPの含量

はさらに増加した一方，図98に示すようにcAMP含量はLPSやしN恥岱1Aの投与で、はまっ

たく変化しなかった しargmmeを5分間追加投与ーしても，cAMP含量の変化はなかった。

またaMXを前投与するとcAMPの基礎値は著明に上昇したが， L-arginineの追加投与

で、は特にcAMP含量の変化は認められなかった

[誘導されたiNOSが新生仔ラット府主主心筋細胞の機能に与一える影響]

誘導されたiNOSの心筋細胞の機能に対する影響を調べるとき私の使用するシ

ステムではiNOSが誘導されるまでの少なくとも数時間の時間的経過を追うことは不

可能である。したがって，NOをiNOSによ って短時間で産生させるような系を用いる

必姿がある前項で述べたようにしNMMAとLPSを同時投与した心筋細胞においては

NOの産生を伴わないiNOSの発現を認めるこの細胞においてL-arginineの追加投与は

短時間のうちにL-N恥伽IAの作用を逆転し，イiJ，;.;:fこNOやcGMPのレベルを上昇させる

この短期的なNOやcGMPの上昇はiNOSの心筋細胞の機能に及ぼす影響を検討する上

で有用であると考えられた.

L-NMMA(I∞μM)とLPS(10μglml)を同時投与した心筋細胞にしNMMAο00-
μM)を含む無血清培地中で、indo1を:(:1術し，さらにL-M.品1Aを含む無l血清培地で洗浄
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したその後， 1整流装置にcoverslip を移し，しNMMAυ()()μ M)のìW~流に引き続いて 1()()-

倍訟のしarginine(10 rnM)を濃流したしargmmeの濯流により凶10Aおよび表lに示す

ように収縮邦]最大[Ca'+];と細胞収納の振幅および白発収縮の回数は有意に低下した

拡張終期[Ca'+]，もやはりしargmmeの投与により低下したが， Ca'+ transienlの振幅は低下

したこのように誘導されたiNOSにより産生されたNOは[Ca'+];を減少させ，陰性変力

作用， I陰性変時作用を呈したさらに心筋細胞の拡張期の位置もL-arginineの投与によ

り，下/了に移動したそれに反して，閲10Bに示すように同容量のD-arginineの投与

(n=3)は収縮期最大[Ca2+];(824土44-> 815::!::24 nM)と細胞収縮 (100-> 108.6::!:: 10.3%) 

および自発収縮の回数(l35::!::II -> 128::!:: 18回/分)にまったく影響を与えなかった

図IOCに示すように心筋細胞を2.5Hzで電気刺激した場合 (n=3)，L-arginineの投与はや

はり収縮期最大[Ca'+]i(856::!::37 -> 680::!::40 nM， P<0.05)と細胞収縮の振幅 (100-> 

66.9::!:: 13.8%， P<0.05)を低下させたが，拡張則の[Ca'+l.の低下は有意なものではなかっ

た(288::!::21->250::!::14山 1)したがって， 11発収縮時のL-arginine投与.f:長に見られる拡

張期[Ca'+l.の低下は主として収縮回数の減少によるものと考えられる

つぎにmethyleneblue (JI，届，Sigma)の作用を同様に検討した L-N恥仏1AをiWi流し

ているときに10μMのMBを投与しでも有意な効果は認められなかった閃IIAおよび

表2に示すようにL-訂gmmeの潅流に変えてもMB投f子中は[Ca'+l.と細胞収縮および自

発収縮回数に変化はなかったさらにcGMP-dependenlprotein k.inase (PKG)に比較的特

異的な阻害薬として知られるKT5823(Carbiochem)の作用を検討した lμMのKT5823-

の投与肉体は心筋細胞の機能にまったく影響を与えなかった KT5823の前投与は関

IIBおよび表3に示すようにL-arginineの作用をほぼ完全に抑制したしたがって，

iNOSの産生したNOによる心筋細胞の機能抑制はPKGの活性化によるものと考えら

れた

非刺激の心筋細胞における[Ca'+]，とiI発収縮回数は表4に示すようにLPSと

L-NMMAを24時間同時投与した細胞に比べて有意な差はなかった非刺激の心筋細胞

にしN恥仏1AやL-arginine(表4)，MB (ぷ5)，またはKT5823(表6)などを投与しでも[Ca'+l.

や細胞収縮および自発収縮回数に有意な変化はなかった

L-NルIMA(I∞μM)単独を241時間投与した心筋細胞 (n=3)にL-arginineを迫力日投
与しでも凶12Aに示すように収縮JVJJi)[大[Ca'+l.(814土24-> 811 ::!::46 nM)と細胞収縮

(ゆ0->97.7::!::6.9%)および自発収納の阿数(139::!::9 -> 126::!:: 19回/分)に変化は見ら
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れなかった

LPS (10μg/mJ)単独を24時間投与した心筋細胞において，収縮期最大[Ca2+]，や

拡張終期[Ca2+];および自発収縮の回数は表7に示すように非刺激細胞に比べると低下

傾向にあったこれらの細胞にL-NMMAを投与しても心筋細胞の機能はまったく笈化

しなかった。また， MB(表8)やKT5823(表9)の投与も同様に有意な効果はなかった

さらにこのLPS単独投与の心筋細胞にし創gmmeを投与しでも有意な作用は見られな

かった(図7)この実験に使用した無血消培地は約270μMのL-arginineを含有するので

誘導されたiNOSが最大量のNOを産生するのに卜分なしargmmeがすでに存症してい

ると考えられる(函8Bおよび9A参照)

[各種の薬剤lが新生仔ラット培養心筋細胞におけるiNOSの誘導に与える影響]

つぎに，さまざまな細胞内情報伝達経路に作用する薬剤lのiNOS誘導に与える

効果を検討することにより， iNOSmRNAの誘導に必要な因子の附?を試みた(図13)

Forsko1in (FSK， 100μM，和光純薬)またはisoproterenol(ISO， 100μM，手11光純薬)

はLPSによるiNOSの発現を有意に増大させた FSKやISO単独の投与はiNOSを誘導し

なかった 一方，cAMP-dependent protein kinase (PKA)の選択的阻害薬であるH-89(和光

純薬)はLPSによるか10Sの誘導を有意に抑制した

非特異的なserine/threoninekinaseの阻害薬であるstaurosporine(ST， 1μM，和光純

薬)やH-7(10μM，和光純薬)はLPSによるiNOSの誘導を有意に抑制したしかし，特

異的proteinkinase C (PKC)阻害薬としてしられるca1phostinC (Ca1， 250 nM， Sigma)の

前投与はLPSによるiNOSの誘導に有意な影響をうえなかったさらにPKCのdown

regu1ationのためにphorbo112-myristate 13-acetate (PMA， 2μM， Sigma)の前投与を24時間

行ったあと (prePMA)，LPSを投与したがiNOSの誘導には有意な変化はなかったまた

逆にPKCの刺激薬であるPMA(2oonM)やangiotensinII (A II ，ωo nM， Sigma)としPSを

同時投与してもiNOSの誘導を促進する作JIlは認められなかった以上より， LPSによ

るiNOSの誘導にはPKCの活性化は主たる役割を演じていないと考えられる

L-NMMA(1∞μM)の前投与は先に不したとおり， LPSによるiNOSmRNAの発
現に関しては有意な影響はなかったまた， sodium nitroprusside (SNP， 100μM， Sigma) 

の投与はLPSと同時投与しでもiNOSの発現に影響を与えなかった Carbacho1(Carb， 

10μM， Sigma)の前投与もまたLPSによるiNOSの誘導に有意な影響を与えなかった
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Dexamethasone (DEX， 1μM， Sigma)およぴめIrrolidinedithiocarb出nate(PDTC，ω0・

μM， Sigma)の前投与はLPSによるiNOSの発現を著明に抑制したまた，蛋白合成阻

害楽cycloheximide(CHX， 100μg/ml，相l光純薬)の前投与もLPSによるiNOSの発現を抑

制した CHX単独の投与はiNOSを誘導しなかった選択的tyrosinekinase阻害楽である

herbimycin A (Herb， 2μ M，和光純薬)の前投うは1:1意にiNOSの誘導を抑制lした

新生仔ラット培養心筋細胞においてはIL-6(2，000 U/ml，味の素)単独の投与で

はiNOSは誘導されなかったが， TNFα(500 U/ml， Sigma)との同時投与は低いレベル

ながらも有意なiNOSの誘導を認めた TNF α の単~!l(投与はやはり iNOSを誘導しなかっ

たこの2種類のcytokineの投与においてFSKの前投与はiNOSの誘導を促進した

これらの各種薬剤lによるiNOSの転写の変化は図14にその定量化したレベルを

示した.また，図15に示すように盈白レベルにおいても同様な変化を示した蛋白 レ

ベルの変化は図16に見られるようにその産物である班硝酸塩の産生の変化に相|剥し

たさまざまなmtervenlIonの中には24時間の投与においては細胞のviabilityを変化させ

るものがあるしたがって，この亜硝酸塩の濃度はM1寸assayにより求めた細胞生存率

で補正したものである.

[ラットiNOS遺伝子の5'上流領域のcloning]

図17にラッ トiNOS遺伝子の5'上流領域約1.1kbの塩基配列を示す GenBankに

登録されている (RRNOS2P，登録No.X95629)塩基配列 (44)との違いは図中に太字で

示したすでに報告されているマウスiNOS泣伝子の相同領域との相向性は70.4%であっ

た図中に示したように相同性85%以上の領域(粋線で図った部分)が2っとそれに挟

まれた相同性がほとんとない部分とに分けられた凶中にはさらに各種転写因子の結

合する可能性のある塩基配列を下線で示したそれによれば，相向性の高い領域にの

み転写因子結合配列が存在するようであり，この2つの領域がiNOSの転写調節に重要

であることを示唆したこの研究においては転写開始部位を同定しなかったが，マウ

スのiNOSのαon1の開始部分とまったく机l同なき11分が存在するため，その部分を転写

開始位置と想定し，この部分を起点に上流をマイナス，下流をプラスと考えて塩基の

番号を特定した図中にはexon1をitalicで表わしたなお，図中にはsequencmgに使用

したpnmerの位置および制限酵素による切断部位も示した

[iNOS遺伝子の5'上流領域における転写l材-f結合部位の推定]
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この5'上流領域において転写肉子の結合する部位を検討するため， DNase 1 

foot printingを施行した図18に示すようにコントロールの新生仔ラット培養心筋細胞

から調整した絞蛋白とprobeをincubat巴した場合，ー75(レーン2の約220bp相当のバンド)

と-880(レーン6の約200bp相当のバンド)付近にDNase1にhypersensitiveな部分を認め

たこれが図17の中でマで示した場所であるこの部分より標識末端に近位の部分で

あるー75から+40および-990--880はDNas巴Iによる分解から保護されていた LPS(10 

μglmJ)で刺激した細胞から抽出した核蚕内とincubateした場合，コントロールに比べ，

-270-ー75(レーン3-4の220-420bp)および-880--680(レーン7-8の200-400bp)の部

分にDNaseIに対して強く保護される領域を認めたこの結果からTATAbox (-38-

-33)より下流， IRF結合部位 (-909--885)，GAS (-936--918)にはコントロールの状態

からこれらの部分に結合する蛋白の存在が示唆される 一方， LPSによる刺激は前記

の部分に加えて， NFーκB結合部位(ー101--87)やCAATbox (ー163-ー155および-87-

78)に結合する蛋白の誘導または増加を生じると考えられるまた， LPSによる-885・

--685 (レーン7-8の200-400bp)の部分のDNas巴I耐性の出現は -y-interferon respons巴

elementに結合する転写因子の関与を示唆する.

[新生仔ラット培養心筋細胞におけるiNOS遺伝子のpromoter活性の解析]

1.1 kbのiNOS遺伝子5'上流領域のdel巴llonmutantを図19に示すこれらの作成し

たd巴letionmutantを有するconstructを新生仔ラッ ト常盤心筋細胞にtransf，氏llonし， LPS 

(10μglt吋)で、刺激した図20Aに示すようにCATの酵素活性は1.1kbのtnsertを有する

construct 1の場合コントロールに比べて著l列な地加を認めた Deletionmutantを挿入さ

れたconstructの場合，enhancer領域に存在するGASおよびIRF結合部位(ー1045--893)が

脱落しただけで著明なCAT活性の低下を認めるしたがって，この部分のiNOS転写活

性に対する重要性が示唆される Construct4においては，construct 2または3に比べて，

さらにCAT活性が低下するため， ー163-ー155の存住するCAATboxの重要性が示唆され

たまた， promotor領域をも脱落させたconstruct5の場合，CAT活性はほぼコントロー

ルと変わらない程度にまで低下した

1.1 kbの5'上流領域を含むconstruct1をLI加 sfectionし，各種の薬剤の作用を検討

した図208に示すようにFSK(100μM)， IL-6 (2，000 U/ml)， TNFα(500 U/ml)のLPS

(10μglmJ)との同時投与はLPS単独投与に比べて，CATの酵素活性を増加させたこれ
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はiNOSm即可AのしPSによる誘導をこれらの薬剤が促進することと合致し，またその

転写促進機構はこのconstructのtnS阿部分すなわち5'上流l.1kbの問に存在することが

示唆される 一方，DEX(lμM)およびHerb(2μM)の前投与はLPSによるCAT酵素活

性の増加を抑制したこれはiNOSmRNAのLPSによる誘導をこれらの薬剤が抑制す

ることと合致し，またその転写抑制機構はこのconstructのtnse口部分すなわち5'上流1.1

kbの間に存在することが示唆される

[新生仔ラット培養心筋細胞における転写肉子活性の解析]

以上のようにiNOSの転写にはその5上流1.1kbの部分が重要であり，この部分

に結合する転写因子について次にEMSAにより検討した

まずNF-"B結合部位に対するEMSAをl苅21に示すコントロールの状態では

NF-" B部位に結合する核蛋白を認めなかったが， LPS(10μg/m1)の投与はこの部位に

対する結合活性の著明な増加を認めた.この結合活性はLPS投与後30分から生じ，新

たな蛋白合成の必要はない NF-"B結合活性はLPS投与後6時間で最大となり， LPSに

よるiNOSm即仙の誘導の時間的経過と合致する DEXはLPSによるNF-κB結合活性

の増加を有意に抑制したこのことがDEXによるiNOS誘導の抑制に関与しているこ

とが示唆される FSKによるNF-"B結合活性の増加はなく，またLPSによるNF-"B結

合活性の増加はH-89の前処置により変化を受けなかったため， PKAの経路はNF-"Bー

の活性化には無関係のようであった iNOSの誘導と同様に選択的PKCの抑制薬であ

るC剖はLPSによるNF-"Bの活性化に対してほとんど影響がなかったが， STは著明に

抑制した Tyrosinekinas巴inhibitorであるHerbも有意な抑制作用を示したさらにPDTCー

はLPSによるNF-"Bの活性化をほぼ完全に抑制したこれらの結果はiNOS誘導の抑

制作用を有する薬剤lの機序をNF-"Bによってよく説明しうるようであった TNFα

はNF-"Bを活性化したが， rL-6は有意な作mはなかった
つぎにCAATboxに対するEMSAを行った関22に示すようにCAATboxのEMSAー

はコントロールの状態で'Iispecificbindingが一本存在するこれをBIと表わして示し

た LPSの投与はこのBIに加えて B2と仮に命名したより遅い移動度を布する新しい

結合活性を生じた B2はLPS投与後211寺 11りから IIJ， ~J!.し ， 6時間後に最大となり， 241時間

後も持続している.この時間的経過はiNOSの誘導にきわめて良く似ているまた， B2 

の誘導には新たな蛋白合成を必要とするようであった.このBIおよび132の両者は100-



倍モル相当i立の未標識のCAATbox oligonucleotideの同時incubationにより，まったく認

められなくなった 一方，未標識のCREprobeとのincubationはBlに変化を与えなかっ

たが， B2を有意に減少させたまた， FSKの投与はB2を出現させたさらにラッ トCRE

binding protein (CREB)に対するウサギpolyclonal抗体(UpstateBiotechnology)との

incubation後B2はほぼ完全に消失した H目的，Herb，STのl前投与はこのLPSにより誘導

されるB2の活性を有意に抑制した TNFαおよび1L-6はB2の誘導をきたさなかった。

このB2結合活性の誘導がLPSまたはFSKによるiNOSmRNA転写促進の機序として重

要であることが示唆された

CREに対するEMSAにおいてFSKおよびLPSの投与後，図23に示すように結合

活性の増加を認めた CRE結合活性はCRE特異的であり，抗CREB抗体とのincubation-

後明らかなsupershiftを認めた.また，このLPSによるCRE結合活性の増加の時附的経

過はほぼCAATboxに対するEMSAのB2のそれと一致していた H-89，Herb， STの前投

与はLPSによるCAATboxへのB2結合活性とまったく同様にCRE結合活性を減少させ

た TNFαおよひ'IL-6はCRE結合活性の増加をきたさなかった

IRF結合部位に対するEMSAを図24に示す IRF部位に対するEMSAにおいてコ

ントロールの状態からB3に相当する結合活性が認められる 一方， LPSの投与後6時間

において，より遅い移動度を有する新たな蛋内合成を必要とするB4の誘導が認めら

れた B4の誘導はH巴rb，ST，またはDEXの前投与により有意に減少した.TNFαはB4ー

を誘導しなかったが，正 6による誘導を認めた

このIRF-lの誘導にも必要と考えられるGAS/SfEはiNOSの5'上流領域にも存在

する図25にGAS/SfEに対するEMSAを示すコン トロールから結合活性が見られるも

のの (B5)，LPSと止-6投与後30分において，新たな結合活性の誘導が認められる (B6お

よび)37).Foot printing解析によれば，コン トロールの状態からGAS/SfE部位に結合蛋白

の存在が示唆されている
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{考察】
NOは成体における心機能を制御する因子のーっとして注目を浴びてきた (45，

46). Muscarinic agonist (4， 8)やりtokine(1，2， 17)によるcNOSの活性化は心筋細胞にお

いてNOの産生を増加させ，このようなNOの産生は心筋の機能を抑制する問機に

iNOSの誘導は心筋細胞においてNOの産生を増加させ，その増加したNOは心筋細胞

の収縮機能を抑制することが報告されている (6，24-27)私はこの研究においてiNOS-

により増加したNOが心筋細胞の収縮期最大[Ca2+1，と細胞収縮の振幅を低下させるこ

とを示した成ラット心筋細胞をtnvltroで、endotoxinとincubateするとNO依存性に心筋

の収縮)Jが低下することが報告されている (26)この研究においてもLPSを24時間投

与した心筋細胞において[Ca2+];と向発収縮の頻度が非刺激の細胞に比べて低下してい

ることを示したこのような現象もiNOSによる心機能の低下と考えてよいのかもし

れないが， LPSはNO依存性の経路以外にも心機能に影響を与えるシグナル伝達経路

を活性化すると考えられ，単純にiNOSのみにその原因を帰することはできない.この

研究においてはしargmmeの濯流により L-NMMAのiNOSに対する抑制作用を急激に逆

転させることのほうがiNOSのNO依存性の経路を検討するのに適当であると思われ

た NOdonorの心筋細胞に対する投与はI{~性変力作月l を呈するという見解が支持され

つつある (22) したがって， iNOS誘導による心筋細胞内で増大したNOは周囲に拡散

して隣接する心筋細胞に対してparacnneに働くことが示唆される

さらにこの研究においてNOの産生はcGMP含量の地加を伴うことを示した

cGMPは過去に陰性変力作用を呈する物質として報告されている (23)また同時に

methylene blueによるguanylylcycJaseの抑制lが布立にNOの陰性変力作用を阻害するこ

とも示したしたがって， iNOSの誘導はNO/cGMP依存性の経路を介して心筋細胞の

機能を抑制すると考えられた近年， methylene blueがsuperoxideを産生することが報告

された (47).NOが活性酸素と反応することは良く知られているが， m巴thyleneblue は

superoxideを産生することにより生物学的に活性を有するNOを減少させる機序があ

る可能性があるその他， methylene blueが直接NOSを阻害する機序も報告があり (48)，

この研究におけるmethyleneblueの作用はNOに対する問答作用のみを見ている可能性

があるしかし， PKG阻害薬であるKT5823をJTJいた実験を考慮するとcGMPの増加が

iNOSによる心筋細胞の機能抑制lに大きな役割lをj寅じていると考えざるを得ない

-20 



以前の研究によれば，cGMPは心筋の収縮蛋白のCa2+感受性を低下させるとさ

れている (23).この研究においてもiNOSの誘導された心筋細胞におけるNO/cGMPの

上芥は拡張期の細胞位置を下方に移動させ， Ca2令感受性の低下もこのiNOSの場合も心

筋収縮力の低下に関与している可能性が示唆された (7)先の研究においてcGMPが心

筋の収縮蛋白のCa2+感受性を低下させる機序はPKGの活性化によると考えられる

(23)すなわち， PKGによる収縮蛋白のリン酸化カ相O/cGMP依存性の陰性変)J作用に

重要であると考えられるただし，心筋細胞におけるPKGの基質として明確になって

いる収縮蛋白はほとんどなく ，この点については将来の検討課題といえる.

一連の研究において，cNOS(4， 8)またはiNOS(6，24， 26)の産生するNOは成ラッ

ト心筋細胞の収縮力を非刺激の状態では変化させないが，s adrenergic刺激下に収縮

力が増加]している条件においてのみ陰性変力作用を生じることが報告されている。し

かし，この研究においては新生仔ラット培長心筋細胞においてsadrenergic刺激をIJn

えない条件でもNOによる陰性変力作用を認めた他の研究においても sadrenergic刺

激を加えない条件でNOdonor (22)や8-bromocGMP (23)の投与が陰性変力作用を呈す

ることが示されている Ca2+currentに関しでも sadrenergic刺激を加えない条件では

cGMP (49)やNOdonor (50， 51)の投与により変化しないという報告もあるが，若年の

ラッ トの心筋細胞では非刺激の状態でもPKGのr細胞内投与がCa2+currentを抑制した

という報告もある (52)この点に関してはいまだ議論の最中であるが，取り扱ってい

る対象の非刺激の状態におけるPKAの情性の差がこれらの結果の差を説明しうるか

もしれない新生仔ラッ トの培養心筋細胞は屯気刺激しなくても自発収縮するした

がって，電気刺激なくしてはまったく収縮しない成ラッ トの心筋細胞に比べると比較

的高いレベルのPKA活性を有すると考えられるこの高いレベルのPKA活性はp

adrenergic刺激をIJlIえた条件に類似するものと考えられるこのことの関しでもう少

し説明を加える。このようにPKA活性が常時高い細胞の場合，いわゆる作業仮説によ

ればPKGの活性は低く抑えられているとJ号えられる心筋収縮蛋白ゃCa2+channelな

どのPKGによるリン酸化部位はしたがって非リン酸化された状態のものが多いと考

えられる.この場合，NO/cGMPの上昇によるPKG活性の橋大はそれらの非リン酸化部

位をリン酸化し，その結果陰性変力作用やCa2+電流の減少を もたらすと考えられる

一方， PKA活性が低い細胞の場合，以上の逆の構図となり， PKGによる基質のリン酸

化部位はすでにリン酸化されており，NO/cGMPの上昇によって新たにPKG活性が増
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大しても心筋収縮蛋白やCa'+channelなどのリン酸化状態が変化することが少ないと

考えられるこのような仮説が新生仔ラッ トの培益心筋細胞においてsadrenergic刺

激を加えなくてもiNOSの産生したNO/cGMPにより，陰性変力作用と[Ca'+J，減少作JTi

を呈したことを説明しうるものと考える。

これまでさまざまな研究においてNO/cGMP依存性の経路で"Ca'+currentが減少

すると報告されている (4，49-55)この研究において観察した[Ca'+]，と自発収縮回数の

減少はそのすべてを説明しうるものではないにしろ，Ca'+ currentの減少による部分が

大きいと考えられる崎乳類の心室筋細胞ではCa'+currentの減少はcGMP依存性の経

路すなわちPKGの活性化によると考えられている (49，51，52)しかし， NOdonorによ

るCa'+currentの減少がcGMP-dependentPDEの活性化によるという報告もある.カエル

の心室筋 (50)やヒ トの心房筋の細胞 (53)ではNOdonorを投与したさいcGMPの地JJO

により PDE(type ]] )の活性化を生じ，結来としてcAMPの減少をもたらしさらにCa'+

currentの減少に至ると考えられる.このことはiNOSの場合にも同様の機序が考えられ

るが，この研究においては， L-arginineを投ラーする前も後もcAMPの含量はまったく変

化がなかったさらに非特異的にPDEを阻害すると考えられるffiMXの前投与を行っ

てもcAMPの基礎値を著明に増大させるものの，やはりL-arginine投与前後でcAMP含

量の変化はなかったこのことはiNOSの誘導による増加したNOの作用にはPDEtype 

Eの活性化は大きな役割を演じていないと考えられた 一方， cGMPの上昇に伴う PDE

(type囚)の抑制も報告されている(23，50，51)この場合， PDEの抑制はcAMPの増加を

もたら し， Ca'+ currentや[Ca'+]，の増1JIIに至るという報告もある L-arginineの投与後

[Ca'+]，や収縮頻度およびcA肘伊の増1JIIを認めないので，このような機序もここで検討

したiNOSの産生するNOの作用においては無関係であると思われる

Muscarinic receptor agonist (54)やIL-I(55)もCa'+currentを減少させるが，その機

序は上記のものと異なりadenylylcyclaseを直接抑制するという報告もあるこの場合，

c品伊含士止の減少がCa'+currentの減少に働いているが， L-arginine投与の前後でcAMP含

量に変化はなく， iNOSの産生したNOによる心筋機能抑制作用にはadenylylcyclaseの

直接抑制lの機序も関係ないと思われた

一度心筋細胞内でNOまたはcGMP7う'!i'1JJIIするとその心筋細胞の機能に対する

抑制作用をL-NMMA，methylene blue，およびKT5823により後から逆転させるのは困難

であった先に述べたようにPKGによる心筋収縮蛋白ゃCa2+channelのリン酸化が
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iNOSの誘導後惹起される機能抑制に働いているとすれば，このPKGによるリン酸化

の状態は通常の心筋細胞内のphosphatase活性で、はこの研究において観祭した短時間

以内に脱リン酸化されない安定したものだと考えられる

また，しNMMAを単独で24時間j投与された心筋細胞においてcGMPの合iltはコ

ントロールの細胞と比べて有意な差はなかったさらに，L-NMMAを単独で24時間投

与された心筋細胞においてしargtnJneを追加投与しでもcGMP含量の増加は認められ

なかったしN恥仏-1A単独を24時間投与した心筋細胞にL-arginineを追加投写しでも

[Ca2+];と細胞収縮に変化は見られなかった.これを考えると心筋細胞のcNOSは通常

では活性化されておらず，陰性変えl作則や[Ca2+];減少作用を生じる程度のNOやcGMP-

を産生しないものと恩われる tnvltroのNOS活性の測定では有意なcNOSの存在が確

認されたが，心筋細胞では細胞内のCa2+のレベルは収縮時には比較的高いにもかかわ

らず普段は不活性化されており，活性化には別の機序が必要で、あると考えられた

NOの心筋細胞に対する生理学的作用としてはその細胞傷害作用が報侍されて

おり (45，46)， cytokineにより誘導されたNO産生が心筋細胞においてr細胞死をもたら

すことが報告されている (56).しかし，細胞生存率測定の結果からはLPSを24時間投

与しでも新生仔ラッ ト培養心筋細胞ではま ったく細胞のviabilityの変化を認めなかっ

たしたがって，ここで観察された心筋細胞の機能の抑制作用は細胞傷害による非特

異的なものではないと考えられるその他， NOの心筋細胞に対するcGMP非依存性の

経路として， mitochondriaの呼吸鎖を阻害するというものが近年報告されたが (57)，や

はりM廿 assayに変化がなかったことからその可能性はこの系では低いと考えられ

た

iNOSのノックアウトマウスの検討において (58，59)，LPS challengeによるshock

respons巴が消失しており，いわゆるsepticshock の原肉がiNOSであることを強く示唆す

るこのshockから死に至る経過において全身の血管抵抗の低下による血圧の低下が

重要なfactorであるとされてきた敗Jjll症性ショックに際してはこのように末梢血管

抵抗の低下が著しいため心機能の低下を検出するのは困難であり，かつ佼襲的な検査

も施行し難いため，これまでヒトにおいて心筋肉体の収縮力低下の報告は見当たらな

い.しかし，この研究からは，心筋肉体の収納プJ低下によるpumpfailureの一要素も十分

考えられるまた， septic shockの治療の点ではiNOSをtargetにしたしN恥仏-1Aの投与も有

用であると思われる実際に治験も行われ， 布効性が報告されている (60)
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つぎにiNOSの転写制御機構の検討を行った図26にその大冊告を示す近年，

iNOSの5'上流領域がマウス (33)，ヒト (34，35)，およびニワ トリ(36)でcloningされ，そ

の転写制御も検討されているこの研究で使用した系はラットであるため，これまで

c10ningされていなかったラットiNOSの5'上流領減を 1kb程度cloningし，その域基配列

を同定したマウスの5'上流領域と相向性の高い領域に転写因子結合音11位が存在する

と考えられたマウスでもこの研究で示した転写制御とほぼ同様の結果が得られてお

り，enhanc巴r領域とpromot巴r領域の重要性が示唆されている (33，37-39)マウスのiNOS-

遺伝子のmethylationinterference assayにより，巴nhancer領域とpromoter領域におけるNF

K B， GAS， IRF-I， CAAT box， OClに対する転写閃子結合の可能性が強く示唆された

(61)ヒトでは醤歯類と異なり， 7-16kbと流の部分が転写活性促進に重要であると示

唆された (35)ニワトリの5'上流領域はヒトやマウスとは大きく異なり，転写因チ結

合音11位と推定される配列もNF-K BとCAATboxのみで、ある (36)このように種によっ

てiNOSの転写制御機構はかなり違うことが示唆される

cAMPのレベルを上昇させる物質はLPSによるiNOSの誘導を促進した PKAの

活性化によるiNOS発現に対するsynergismlま他の研究においても示唆されている (62，

63).しかし， forskolinやisoproterenol単独ではiNOSの誘導は見られなかった最近の研

究でcAル1p単独の投与がiNOSを誘導するというものがある (64，65)が，おそらくはコ

ントロールの状態での培養液中のendotoxinの濃度の違いがその原因と思われる

cA恥1pによるiNOS誘導のsynerglsmの機序について近年iNOSmRNAのstabilityを充進さ

せるという研究が見られたが (66)，その詳細11はいまだ明らかでない一般にcAMPおよ

びPKAによる転写促進といえばserl33をリン酸化されたCREBによるtransacl.!val.!onが考

えられるこれまでにもさまざまな研究によりcAMP-PKA-CREBのcascadeがCREを介

して転写を制御する機構が解明されてきた CREBが心筋細胞に存在し， forskolinの刺

激によりリン酸化され核に移行するということも確かめられている (67)また転写因

子として下流の遺伝子の転写を促進するためにはCREに結合するCREBはリ ン酸化さ

れている必要があるしかし， iNOS泣伝子の少なくとも上流1.1kbの配列にはCREが

存在せず，リン酸化C阻 BのhomodimelがiNOS泣伝チの5'上流領域に結合してその転

写を促進するという機序は考えにくい近年になって， CREB/ATFfamilyの転写因子群

がCAAT boxl enhancer binding pro~巴in (CABP) familyとの悶にheter吋 Imerを形成し得る

ことが示されてきた (68，69).CAATboxおよびCREに対するEMSAの結果からCREBと
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αEBP familyの転写因子とがheterodim巴rを形成し， CAATboxに結合し，B2を形成して

いる可能性が示唆される ForskolinはPKAを活性化することにより，リン酸化された

CREBが核内に移行するしたがって，CAATboxに対するEMSAにおけるforskolin投与

後のB2はリン酸化CREBとCABPのheterodimerと考えられるこれと同様にLPSによる

B2の出現とCRE活性の増加はPKA阻害楽で消失することを考えれば， LPSも少なくと

も一過性にPKAの活性化を生じ， CREBをリン酸化すると考えられる LPSによるPKA

の活性化は過去に報告がある(70)しかし， LPS投与後6時間のCREBの活性化は蛋白

合成を必婆とした CREB遺伝子はその上流にCREを有しているため，その遺伝子産

物自体によって転写活性化が生じる(71)しPSによるPKAの活性化はリン酸化CREBー

を核内に移行させ，さらにpOSllIv巴feedbackにより，多くのCREBが生じると考えられ

るこうして生じたC阻 Bが，すべてリン酸化されるとは考えにくいが， LPSによるB2-

の形成には大きな役割を有していると考えられる ForskolinとLPSを同時投与した場

合は新たな蛋白合成を経て生じたCREBもまたリン酸化されると考えられ，CREBと

CABPのheterodimerの中でのリン酸化CREBの割合が増加すると考えられる.したがっ

て，リン酸化CREBとCABPのheterodimerがCAATboxを介してforskolinによるiNOSの

転写充進の機序と考えられる。しかし， H-89でほぼ完全にPKAの活性化を抑制してお

いてもなおiNOSの転写はある程度残存するまた， IL-6もTNFαもどちらもCREBを

活性化しないが，2つの同時投与はある程度のiNOSの転写を誘導するこれらの結果

を考えると， CREBの活性化がiNOSの転写に必須で、はなく， synerglstlcにのみ働くと思

われる StaurosporineがCREBを抑制する機構については， staurosponneがPKAを含む広

い範闘のkinaseを抑制しているためかもしれないが， LPSのCREB活性化にPKA以外の

kinase cascadeが働いている可能性もある (72)

CAATboxのEMSAにおいてコントロールの状態から結合活性 (BI)を認めた

この活性はC/EBPのhomodimerと考えられた審良らもまた非刺激の細胞から抽出し

た核蛋白においてもCAATboxに結合する前判:を認めている (73)このC厄BPがいかな

るメンバーからなっているのかまたiNOSの転写にどういう働きがあるのか不明であ

る C/EBPsによる転写促進はthr235のリン際化により制御されると考えられている

(74-76). LPS投与後もBlの活性は有意な変化はなかった また，さまざまなmt巴rvenUonー

もコントロールおよび'LPS投与後のBI活性を変化させなかった.したがって，かりに

C厄BPhomodimerがiNOSの転写をCAATboxを介して促進することがあったとしても，
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このhomodimerの新たな誘導や筏への移行の地加またはDNA結合活性の増加などによ

る機序は考えにくい近年， rnitogen-activated protein (MAP) kinas巴がCABPsをリン酸

化することが報告された (74).LPSもまたMAPkinas巴の活性化を誘導し (77)，リン酸化

されたC氾BPsのhomodim巴rがiNOS遺伝子の転写促進に働いている可能性もある田

中らはCABPsのノックアウトマウスにおいてのtokineとiNOSの転写は阻害されてい

ないことを報じている (78)彼等も論じているようにC厄BPfamilyの他のメンバーが

C厄BPsの代わりをしている可能性がある

iNOSの誘導にNF-"Bの活性化が重要であることは過去の研究で示されてきた

(39)この研究においても新たな蛋白合成を必要としないNF-"Bの活性化をLPSが誘

導することを示した 一般に不活性のNF-"Bは細胞質内でI-"Bと結合しており，細

胞内に活性化のシグナルが伝達されるとNF-κ Bが1-"Bと離れて核内に移行する

Dexamethason巴はNF-"BのDNA結合活性を抑制するが，そのメカニズムはさまざまに

提唱されている.Glucocorticoid receptorが絞内で、NF-"Bの結合部位を内拠してしまう

機序 (79)やglucocorticoidreceptorが核内でNF-κBそのものと会合してDNA結合能を喪

失させてしまうもの (80)などがある前者はDEXを投与した細胞のEMSAにおいて新

たなNF-"B結合活性を認めないことから可能性が低いと恩われる Dex凹 ethasoneの

iNOS誘導抑制lについては近年細胞外マ トリックスの一種であるosteoponllnの発現促

進を介するという示唆もあるが (81)，その機序やまたNF-"Bの活性化の抑制との関

連も明らかでない PyrrolidinedithiocarbamateはNF-κBが1-"Bから議離するのを防ぐ

薬剤と考えられている (82)が，その機序によるNF-"Bの活性化の抑制はiNOS発現の

抑制とよく相関しているその他，LPSによるNF-"Bの活性化を阻害するものとして

はtyrosinekinase inhibitorやstaurosponneが知られており (83)，この研究においても同様

の結果を得たまた，これらのNF-"Bの活性化を抑制するmt巴rventionは強く iNOSの誘

導を阻害したつまり， LPSによるiNOSの誘導はNF-"Bの活性化によるところが大き

いと考えられる.

Cytokineの中でTNFαはNF-κ8の活性化を生じるものとしてよくしられてお

り，その機序としてPKCまたはMAPkinas巴の前件j七を介する ものが示唆されている

(84， 85). TNFαのiNOS転写促進はNF-"Bの情性化による可能性が強く示II~ される

止ーIsによるiNOSの誘導においてPKCを介したMAPkinaseの重一要性が報告されてお

り， IL-Isの場合はかIOSの誘導にはPKCを介した経路が強く働いていると考えられて
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いる (86) しかし一方， LPSによるNF-KBの活性化におけるPKCの役割はこの研究に

も示したように， 一般には大きなものではないと考えられている (83).このことは

LPSによるiNOSの誘導にPKCの阻害薬がさほど抑制作用がないことと通じることか

もしれない，

IRF-1のノックアウトマウスの検討からこの転写因子のiNOS誘導における必

須性が明らかとなった (87)非刺激の状態においては， IRFの不活性化状態といえる

IRF-2がその結合部位に結合している (88).IRF部位に対するEMSAにおいてB3が

IRF-2にあたる結合活性と考えられる.細胞内シグナルが伝達されるとlRF-1の転写が

起こり， IRF-2に代わってIRF結合部位に結合し， IRF-1はその下流の遺伝子の転写を促

進する (89).IRF部位に対するEMSAにおいてLPSと止-6の投与がB4という新たな結合

活性を生じ，これがIRF-1の誘導によるものと考えられたここでEMSAに用いたC13

oligomerはlRF-1とIRF-2のみ結合すると与えられている (90).IRFーlの転写調節には

JAK (Janus kinase) -STAT (signal transducer and activator of transcription)系の関与が示唆

されている (91，92)また， iNOS遺伝子の上流にもGASが存在し， STATの活性化が

IRF-lの誘導を介した機序のみならず，直接iNOSの誘導を促進することも考えられる

止ー1sによるSTATlαの活性化がiNOSの発現に重要な役割をはたしている可能性が

最近報告された (86).STATの結合するconsensus配列であるGAs/saに対するEMSAを

行ったところ， LPSとIL-6の投与のみが新しい結合活性を生じた 正-6はJAKなどの

tyrosine kinaseを経て， STAT1および、STAT3のtyrosmeリン酸化を生じその核内移行を促

進すると考えられている (93，94)さらにはSTATのGAs/saへの結合にはtyrosmeリン

酸化のほかにslaurosponne感受性のおrinelthreonineリン酸化も必要とされている (95)

LPSによるJAK-STAT系の活性化の検討はいまだ少ないが， IRFおよびsaに対する

臥~SAにおいてherbimycinやstaurosponneがLPSによる新しい結合活性の誘導を有意に

阻害することは上記の議論がそのまま吋てはまるものと考えられる.

以上から， TNFα はNF-KBを活性化し， 1し6はSTATとIRF-1を情性化ないし誘

導するこれらの転写因子はiNOSの誘21+には最低必要であると考えられたーしたがっ

て，それぞれのcytokine単独で、はiNOSの誘導に至らないと思われる.さらにiNOS誘導

に必要なものの候補としてはリン際化されたC氾BPがあげられるが， CIEBPかfMAP

kinaseによりリン酸化される機序があると与えれば(74)，IL-6 (96)にもTNFα(84)に

もその可能性はある CREBの活性化はforsko1inによるiNOS誘導の促進作用には重要



と考えられるが，必須なものとは考えにくく， synerglsmを有するにとどまると与えら

れた。

このようにしPSによるiNOSの誘導には複数の転写因子が必要で、あると考えら

れたまたiNOS発現にいたるさまさまな転写肉子の活性化において， tyrosine kinaseの

活性化の重要性が示唆される (97)このようなtyrosinelcinaseにはSTATを活性化する

JAKやMAPlcinas巴lcinaseで、あるルlliKなどが含まれると考えられる

iNOSは以上のように心筋の機能に対して抑制的に働くそして心筋炎，拡張型

心筋症 (18，19)，虚血再濯流障害，急性心筋便塞，敗血症↑生ショックそして移植心矩絶

(20，21)などの臨床病態において重要な役割を演じている可能性があるこのような

病態ではおおむね心筋収縮力が低下しているため，心筋細胞内のcAMP含lIfを増加さ

せる sadrenergic agonistやPDEinhibitorなどの薬剤を使用することが多いその際私の

示したcAMPIPKAによるiNOSのupregulationが生じる可能性があり，短期的に心筋収

縮ブJを改善しでもiNOSの発現充進による中長期的な収縮力低下を促進することも考

えられるしたがって，これらの薬剤の心不全治療における使用にはiNOSの関与を考

慮に入れるべきかもしれない.また，心不全患者の心筋におけるiNOSの発現充進が報

告されており (18，19)，PDE inhibitorが心不全治療において予後改善効果を示さなかっ

たことの原因のーっかもしれない (98).また，上記の病態においてiNOSの誘導にいた

る情報伝達経路は今だ明らかでないが，今[~Jの研究から特にNF-"Bの活性化が重要

であると考えられた NF-"Bの活性化は各種の炎症性疾患で生じると考えられてい

る様々な心筋不全の病態における心筋局所の炎症性病変からNF-κBなど各種の転

写肉子の活性化にいたる経路の解明が今後の検討課題と思われる
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表1 L-arginine の投与がL-NMMAとLPSを同時投与された新生仔ラット培養心筋

細胞の機能に与える影響.

しNMMA L-arginine 

収縮期最大[Ca2+1，(nM) 790:!::42 551 :!::27* 

拡張終期[Ca2+];(nM) 261:!::45 160:!::35' 

[Ca2+]; transientの振幅 (nM) 530士25 390:!::55' 

細胞収縮の振幅(%) 100 72.4:!::5.5* 

自発収縮の回数(回/分) 146士13 85:!::22' 

(数値はすべて平均士SEM.* P<0.05 vs. L-NMMA， n=5. ) 

表2 Methylene blue (MB)の投与がL-NMMA(NMMA)とLPSを同時投与された新

生仔ラ ット培養心筋細胞の機能に与える影響.

NMMA NMMA+MB L-arginine+MB 

収縮期最大[Ca2+];(nM) 811士22 802:!::22 800:!::44 

拡張終期[Ca2+1，(nM) 285:!::23 245:!::33 254:!::29 

[Ca2+1i transientの振幅 (nM) 536:!::21 557:!::28 546:!::35 

細胞収縮の振幅(%) 100 99.6:!::4.9 96.8:!::6.9 

自発収縮の回数(回/分) 131土11 136:!::10 133:!::14 

(数値はすべて平均土SEM.n=3. ) 

表3 KT5823 (KT)の投与がL-NMMA(NMMA)とLPSを同時投与された新生仔ラッ

卜培養心筋細胞の機能に与える影響.

NMMA NMMA+KT L-arginine+KT 

収縮期最大[Ca2+];(nM) 795:!::42 810土25 820:!::22 

拡張終期[Ca2+];(nM) 248:!::22 230:!::45 260:!::25 

[Ca2+1i transientの振幅 (nM) 548:!::31 580:!::33 560:!::28 

細胞収縮の振幅(%) 100 99.6:!::1.4 98.8:!::5.9 

自発収縮の回数(回/分) 131:!::19 129:!::18 133:!::22 

(数値はすべて平均:!::SEM.n=3. ) 
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表4 非刺激新生仔ラ ット培養心筋細胞におけるL-NMMAとL-arginineの効果.

Control L-NMMA L-arginine 

収縮期最大[Ca2+1，(nM) 850士32 822:t34 830士58

拡張終期[Ca2+1，(nM) 301土44 281 :t45 266:t67 

[Ca2+]， transientの振幅 (nM) 550:t36 540:t30 565:t60 

細胞収縮の振幅(%) 100 91.3:t9.8 94.7:t2.5 

自発収縮の回数(回/分) 124:t26 138土30 120:t17 

(数値はすべて平均:tSEM.n=3. ) 

表5 非刺激新生仔ラット培養心筋細胞におけるmethyleneblue (MB)の効果.

Control MB 

収縮期最大[Ca2+]， (nM) 821 :t28 839:t26 

拡張終期[Ca2+]， (nM) 292:t25 289:t25 

[Ca2+]， transientの振幅 (nM) 530:t27 550:t26 

細胞収縮の振幅(%) 100 1 09.8:t 16.3 

自発収縮の回数(回/分) 132:t22 128:t15 

(数値はすべて平均:tSEM.n=3. ) 

表6 非刺激新生仔ラット培養心筋細胞におけるKT5823の効果.

Control KT5823 

収縮期最大[Ca2+1，(nM) 807:t36 829:t48 

拡張終期[Ca2+]， (nM) 268:t13 270士28

[Ca2+]， transient の振幅 (nM) 540:t22 550:t36 

細胞収縮の振幅(%) 100 96.7土9.8

自発収縮の回数(回/分) 134:t17 133:t19 

(数値はすべて平均士SEM.n=3. ) 
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表7 LPS単独で24時間投与された新生仔ラ ット培養心筋細胞におけるL-NMMAと

L-arginineの効果.

Control L-NMMA L-arginine 

収縮期最大[Ca2+];(nM) 694士22 692::!::18 677::!::29 

拡張終期[Ca2+];(nM) 211::!::13 220::!::4 211::!::19 

[Ca2+]; transientの振幅 (nM) 483::!::26 472土16 466::!::14 

細胞収縮の振幅(%) 100 104.9::!::12.1 102.2士8.6

自発収縮の回数(回/分) 111::!::14 109士22 109::!::22 

(数値はすべて平均::!::SEM.n=3. ) 

表8 LPS単独で24時間投与された新生仔ラット培養心筋細胞におけるmethylene

blue (MB)の効果.

Control MB 

収縮期最大[Ca2+];(nM) 681::!::39 685::!::33 

拡張終期[Ca2+];(nM) 209::!::25 206::!::37 

[Ca2+]; transient の振幅 (nM) 472::!::29 480::!::21 

細胞収縮の振幅(%) 100 106.8::!::14.6 

自発収縮の回数(回/分) 110::!::29 104::!::18 

(数値はすべて平均::!::SEM. n=3. ) 

表9 LPS単独で24時間投与された新生仔ラ ット培養心筋細胞におけるKT5823の

効果.

Control KT5823 

収縮期最大[Ca2+];(nM) 664::!::21 689::!::35 

拡張終期[Ca2+1i(nM) 216::!::24 226::!::27 

[Ca2+1， transient の振幅 (nM) 448::!::21 463::!::36 

細胞収縮の振幅(%) 100 99.1 ::!::6.4 

自発収縮の回数(回/分) 96::!::21 108土16

(数値はすべて平均::!::SEM. n=3. ) 
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図1 この実験で使用した培養系における細胞種の同定.

培養中の細胞の種類を同定するためにsarcomerica -actin (レーン1)と平滑筋a

-actin (レーン2)に対する抗体を用いた免疫染色を行った.内皮細胞の混在を検討す

るために1μg/mlのacetylatedlow density lipoproteinとともに培養した(レーン3). 

上段に示すように新生仔ラット心筋細胞の培養 (CM)においてはほとんどが心筋細

胞により構成されており，血管平滑筋細胞や内皮細胞の混在はない.中段に示すよう

に新生仔ラット非心筋細胞の培養 (NM)においては心筋細胞が約10%内皮細胞が約

2%存在したが，血管平滑筋細胞は存在しなかった.また，下段の成ラ ット非心筋細胞

の培養 (AF)においては心筋細胞および血管平滑筋細胞の混在はなく ，約2%の内皮細

胞の存在を認めた.蛍光陰性の細胞は心筋線維芽細胞と考えられた.
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図2 培養細胞における時間依存的なiNOSmRNAの誘導.
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Northern blot解析によると新生仔ラット培養心筋細胞 (CM)においてLPS(10μ 

g/ml)の投与はiNOSmRNAを誘導した.LPSによるiNOSの誘導は新生仔ラ ット非

心筋細胞の培養 (NM)では少なく ，また成ラ ット培養線維芽細胞 (AF)においてはほ

とんど見られなかった.コントロ ルの状態ではいずれもiNOSmRNAの発現を認

めなかった.iNOS mRNAの最大の誘導はLPS投与後6時間で見られた.各レーンに

loadした全RNAの量および質が同じであることを確認するためにribosomalRNAの

ethidium bromide染色 (rRNA)を同時に示した.また，同じ量のmRNAが転写された

ことを確認するためにβ-actinprobeによるhybridizationのシグナルも示した.



CM NM AF 

LPS Oh 3h 6h 24h Oh 6h 24h Oh 24h 

-200 

iNOS 輔暢暢 4 ・130kD 

-97 

-68 

Nitrite 。 322 。 36.5 。7.5 
(-) (23.2) (-) (4.0) (-) (5.0) 

cGMP 1.8 2.9 0.6 1.0 0.2 0.3 
(0.1) (0.1) (0.1) (0.1) (0.1) (0.1) 

図3 培養細胞におけるiNOS蛋自の誘導とその産物の増加.

LPS (10μg/ml)の投与は新生仔ラット培養心筋細胞 (CM)においてiNOS蛋白を誘導

したが，新生仔ラ ット培養非心筋細胞 (NM)や成ラット培養線維芽細胞 (AF)におい

てはその誘導はわずかであった.コントロ ルの状態ではiNOS蛋白の発現を認めな

かった.この図には代表的なWesternblotを示す. LPS投与後24日寺聞の培養液中の

亙硝酸塩の濃度はiNOS蛋自の誘導に比例して増加した.細胞内cGMP含量もLPS投

与後24時間においてiNOS蛋白の誘導とともに増加した.培養上清中の亙硝酸塩の

蓄積 (nmol)とcGMP含量 (pmol)のデータは4回の実験から得たものであり，ともに

mg蛋白あたりの値である.また、値は平均::tSEMで表わした.
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図4 培養細胞におけるiNOS蛋白の免疫染色.

LPS (10μg/ml)の投与後24時間において新生仔ラ ット培養心筋細胞 (CM)内に

iNOS蛋白の発現を認めた.非刺激心筋細胞 (C)には有意な蛍光を認めなかった.

iNOS抗血清の代わりに非免疫ウサギ血清をincubateした場合，LPS投与後24時間の

心筋細胞 (LPSつにおいても有意な蛍光を認めなかった.新生仔ラ ット培養非心筋

細胞 (NM)や成ラット培養線維芽細胞 (AF)においてはLPS投与後24日寺聞においても

蛍光陽性細胞はごくわずかであった.
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図5 新生仔ラ ット培養心筋細胞において誘導されたNOSの酵素活性.

新生仔ラット培養心筋細胞においてしarglnlneからしcitrullineへの変換 (cpm/min/mg

protein)を指標にしてNOSの活性を測定した.通常のNOS活性(口)(;1:0.6 mM Ca2+ 

を加えて反応を開始した.この活性はcNOSとiNOSの両方を含むものと考えられる.

また.Ca2+を加えずに反応させた場合 (Ca(ー).回)は主としてiNOSの活性を見ている
ものと思われる.Nωーnitro・L-argininemethylester (しNAME)を1mM加えて反応さ
せたもの(・)はバッククラウンドと考えた.非刺激時の心筋細胞 (C)においても若

干のNOS活性を検出した.LPS投与24時間において培養心筋細胞内のNOS活性は
著明に上昇しかっCa2+非依存性の特徴を有した.これはiNOSの誘導に合致する所見

と考えられた.
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図6 成ラット単離心筋細胞におけるiNOSの誘導.

LPS (10μg/ml)投与6時間において成ラット単離心筋細胞にiNOSmRNAの発現を認

めた(左，レン2). Ribosomal RNAのethidiumbromide染色 (rRNA)とβ-actln

probeによるhybridizationのシグナルも同時に示した.また， iNOS蛋自の免疫染色に

より，LPS投与6時間後において成ラ ット単離心筋細胞内にiNOS蛋自の発現を認め

た(右，レーン2).コントロールの細胞においてはiNOSmRNAおよび蛋白の発現は

認めなかった.
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図7 L-NMMAの投与が新生仔ラ ット培養心筋細胞におけるiNOSmRNA (A)および

iNOS蛋白 (B)の誘導に与える影響.
新生仔ラット培養心筋細胞に100μMのしNMMAと10μg/mlのLPSの両者を同時投

与した.A: LPS単独投与された細胞と比較して， 6時間後のiNOSmRNAの誘導レベ

ルはL-NMMAとLPSの同時投与された細胞において有意な差はなかった.ここには

iNOSとβ-actinのprobeでhybridizationを行った代表的なNorthernblotを示す.また、

DensitornetryによりiNOSのバンドの濃さを β-actinのバンドの濃さで補正した.表

示した値は3回のNorthernblot解析の平均::tSEMである.LPS単独投与群の値を仮

に100%として表わした. Ribosornal RNA のethidiurnbromide染色も同時に示した

(rRNA). B: L-NMMAとLPSを同時投与した細胞において24時間後にLPS単独投与

群と同程度のiNOS蛋自の誘導を認めた.ここには代表的なWesternblotを示す.
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図8 しNMMAの投与が新生仔ラット培養心筋細胞の生存牽 (A)およびNO産生 (B)

に与える影響.

A:LPS(10μg/ml)またはしNMMA(100μM)の心筋細胞に対する24日寺聞の投与は

MTT assayにより測定した細胞生存率にまったく影響を与えなかった.570 nmにお
ける吸光度から630nmにおける吸光度を差し日|し、た値を非刺激細胞のそれを100%

として補正した値を示した.細胞生存率を低下させる陽性コントロールとして

NaCN (1 mM)と2・deoxyglucose (20 mM)による代謝図書 (MI)を行った. B: LPS-
投与後24日寺間において培養液中の亜硝酸塩の濃度は著明に上昇した.また，し

NMMA (100μM)の前投与はこのLPSによる亜硝酸塩の増加をほぼ完全に抑制した.

しNMMAによる抑制作用は100倍量の (10mM) L-arginine の追加投与(図)により5分

以内に逆転された.D-arginine の追加投与(・)は有意な作用を持たなかった.非刺

激の細胞 (C)においては有意な亙硝酸塩の蓄積を認めなかった.値はmg蛋白あたり

の亙硝酸塩の蓄積 (nmol)である.棒グラフは平均をerrorbarはSEMを表わす.* 
P<0.01 vs. C，十P<0.05 vs. しまたはD-arginineの追加投与を行わなかった細胞(口)， 

n=4. 
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図9 しNMMAの投与が新生仔ラット培養心筋細胞内のcGMP含量 (A)およびcAMP

含量 (B)に与える影響.

A: LPS (10μg!ml)投与24日寺間後において心筋細胞内のcGMP含量は有意に増加し
た.しNMMA(100μM)の前投与はこのLPSによるcGMPの増加を抑制したが，

L-arginine の投与(~)により 5分以内に逆転された. 100μMのIBMXの前投与は
cGMP含量の基礎値を増加させたが， L-arginineを追加投与した場合はさらにcGMP-

含量は増加した.B: LPS投与24時間後において心筋細胞内のcAMP含量は変化しな

かった.L-arginine の投与もcAMP含量に影響はなかった. 100μMのIBMXの前投与

はcAMP含量の基礎値を著明に増加させたが， L-arginineによるcAMP含量の増加には

影響を与えなかった.値はA，Bともにmg蛋白あたりの含量 (pmol)である.棒グラ

フは平均をerrorbarはSEMを表わす. * P<0.01 VS. Control，↑ P<0.05 VS. Control， * P<O目05VS. L-arginine の追加投与を行わなかった細胞(口)， n=4. 
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図10 L-arginine (AとC)またはD-arginine(B)の投与がしNMMAとLPSを同時投与

された新生仔ラット培養心筋細胞の機能に与える影響.

しNMMA(100μM)とLPS(10μg/ml)を24時間同時投与された心筋細胞にはiNOS-

が誘導されているが，有意なNOやcGMPの産生はない.A:これらの細胞にし

arginine (10 mM)を潅流すると収縮期最大[Ca2+];と細胞収縮の振幅および自発収縮
の回数の低下減少が認められた.L-arginine の投与は拡張期の[Ca2+];をも低下させた
が， [Ca2+]; transientの振幅は低下した.また，拡張期の細胞の位置もL-arginineの投与
により下方に移動した.B:これらの細胞にD-arginine(10 mM)を潅流しでも心筋

細胞の機能には影響力ずなかった.C:これらの心筋細胞を2.5Hzで電気刺激してお

くとL-arginineの投与は拡張期の[Ca2+1iを変化させず，収縮期最大[Ca
2+];と細胞収織の

振幅の低下をもたらした.
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図11 Methylene blue (A)またはKT5823(B)の投与がL-NMMAとLPSを同時投与さ

れた新生仔ラ ット培養心筋細胞の機能に与える影響.

A:しNMMA(100μM)とLPS(10μg/ml)を24日寺間同時投与された新生仔ラット培

養心筋細胞にL-NMMAと10μMのmethyleneblue (MB)を潅流しでも有意な変化は

なかった.引き続いてL-arginine(10 mM)を潅流しでも[Ca2+];と細胞収縮の振幅お
よび自発収縮の回数に変化は見られなかった.B:しNMMAとLPSを24日寺間同時投

与された心筋細胞にしNMMAと1μMのKT5823(KT)を潅流しても有意な変化はなかっ

た.引き続いてしarglnlneを潅流しでもやはり[Ca2+1，と細胞収縮の振幅および自発収
縮の回数に変化は見られなかった.
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図12 L-arginine の投与がL-NMMAを単独投与された (A)またはLPSを単独投与され

た(B)新生仔ラット培養心筋細胞心筋細胞の機能に与える影響.

A: L-NMMA (100μM)だけを24日寺関投与された心筋細胞にしarginine(10 mM)を潅

流しでも[Ca2+];と細胞収縮の振幅および自発収縮の回数に変化は見られなかった.B-
: LPS (10μg/ml)だけを24日寺間投与された心筋細胞で・は誘導されたiNOSによりす

でに大量のNOが産生されている.このよ うな細胞においてもしarginine(10 mM)の

追加潅流は[Ca2+];と細胞収縮の振幅および自発収縮の回数に影響を与えなかった.
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図13 各種のinterventionが新生仔ラ ット培養心筋細胞におけるiNOSmRNA誘導に

及ぼす影響.

Forskolin (FSK， 100μM)はLPS投与後6時間のiNOSmRNAの誘導を有意に促進し

た.FSKはその単独投与ではiNOSを誘導しなかった. Iし6(2，000 U/ml)やTNFa

(500 U/ml)の前投与もまたLPSによるiNOSの発現にsynergistic(こ働いた.IL-6や

TNFa単独の投与はiNOSを誘導しなかったが，両者の同時投与は低いレベルながら

も有意なiNOSの発現をもたらした.この|し6とTNFaによるiNOSの発現はFSKに

より促進された.H-89 (10μM)やherbimycin(Herb， 2μM)，またはdexamethasone

(DEX， 1μM)の前投与はLPSによるiNOSの誘導を有意に抑制した. Pyrrolidine 

dithiocarbamate (PDTC， 100μM)の前投与もまたLPSによるiNOSの誘導を抑制し

た.Staurosporine (ST， 1μM)はLPSによるiNOSの誘導を著明に抑制したが，

Calphostin C (Cal， 250 nM)は有意な影響はなかった.Cycloheximide (CHX， 100μ 

g/ml)の投与だけでiNOSを誘導することはなくむしろLPSによるiNOSの発現を抑制

した.
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図14 新生仔ラ ット培養心筋細胞において誘導されたiNOSmRNAの定量的解析.

Densitometryにより，誘導されたiNOSmRNAのレベルを β-actinmRNAのレベルで

補正して表示した.LPS (10μg/ml，6時間)により誘導されたiNOSを100%として，

その他の値を棒グラフに表わした. Error barはSEMである. *: P<0.01 vs LPS， 
:j: P<0.05 vs LPS， n=3. 
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図15 各種のinterventlonが新生仔ラット培養心筋細胞におけるiNOS蛋白の誘導に

及ぼす影響.

Forskolin (FSK， 100μM)はLPS投与後24日寺聞のiNOS蛋白の誘導を有意に促進した.

FSKはその単独投与ではiNOS蛋白を誘導しなかった.IL-6 (2，000 U/ml)やTNFa

(500 U/ml)の前投与もまたLPSによるiNOS蛋白の発現にsynerglsticに働いた.Iしら

やTNFa単独の投与はiNOS蛋白を誘導しなかったが、両者の同時投与はにより
iNOS蛋自の誘導力f認められた.H-89 (10μM)やherbimycin(Herb， 2μM)，または

dexamethasone (DEX， 1μM)の前投与はLPSによるiNOS蛋白の誘導を有意に抑制

した.以上の結果はNorthernblot解析によるiNOSmRNAの変化とほぼ比例したも

のであると考えられた.
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図16 各種のinterventionが新生仔ラ ット培養心筋細胞におけるNOの産生に及ぼす

影響.

各種のinterventionにより，培養液上清中の亜硝酸塩の蓄積のレベルはiNOSmRNAま

たは蛋白の誘導されたレへ・ルに比例して変化した.いくつかのinterventionは24時間

投与により細胞のviabilityを変化させたため，亜硝酸塩の蓄積 (nmol/well)はMTT

assayによる細胞生存率の値(%of control)で補正して表示した. *: P<O.01 vs 
LPS，土P<O.05vs LPS， n=4. 
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-10451 caaaacataa aactaaactロ a.aJ:;ttgggaa

pr工mer5-1 TNF-RE 
-995lccatgggatg atgagtggac cctggcgggaヒatgccagggggattt七ccc

NF-KB 
-945 1 tctctctgtttgttccttct cccctaatac tgtcaatatt tcactttcat 

て7 GAS 工RF
-8951aatggaaaat cccatgccat gtatgaatcg ttgtaggaaa ttataatttg 

-845lctcgtttttg tttgtt七七tcaaaacagggt tヒヒtctatgtagccctagtt 

ー7951tgtcctagaactcactctgt aga~cagact ggccccaact cagggat亙
y-工RE y-工RE

-7451tct七七ctctgcctcctgaat cctggaagta aaggcgtgtg ccaccacacc 

prlme工 7 y-工RE
-695It-ggtagggt attataattc tgtatataag aagtcacact taattccgct 

y-IRE AP-1 Y -IRE 
-645 gtggggggga aaaaggcttc tctcagcaca gccctaccca ctatgctgcc 

-595 caaactaatt tactagtagt ggggaaaatg agggtcagac agca七cccag

ー545gggccccgct gtgccacagc ttgcctttct agaaaacctc ccgatgaatg 
Xba工

-495 gttcctgggc 9旦旦盟主 tattggcacca tctaaccgca旦盟己主ttt
y-工RE Y -IRE 

-445 ggaacctgga ctttttttcc ggcatgatcc acactgccag taatccacag 

y 工RE ~ primer 3r 

-395 atttctggac ttctgctaca aactgcaaat gagagaacag acagaaatga 

y-IRE y-工RE

-345laccagagtgc tfcatgccca gaacaaaatc cccagcagct gcaagccagg 

primer 3 - Y -IRE 

-295lgtctgtggtg cagctaagag aagcctccct cctagtgagt cccagttttc 

-245laagaggccac tcgctgccaa gggaccattg ccttggacヒ9gggaccagga 

Y -IRE 
-195lagaggt四 cctcaccgaaga tacaccacag ag旦笠gtaataatgcatac 

1 CAAT box 
-145lagactaggag tgtccatctc gaa玉虫主主i丘cttgcacacccta旦盟盟

て7 TNF-RE NF-K B 

-95lactctccct七 tgggaacagt gacヒヒtatgcaaaacagctc tgcagagcgt 
~CAAT box p工imer 4 GAS Pst工

ー 45 l ggatggg~at aaatacctga tggctactgt cagggccaca gctttacagg 
1 TATA box Exon 1 
+51 gagttgaaga c七gagactctggccccacgg gacacagtgt cgctggtttg 
1 ~ primer 6 
+55laaacttctca acδaccttgg tgaggggact g 

図17 ラットiNOS遺伝子5・上流領域の塩基配列

TNF-RE= TNF responsive element， y -IRE=interferon y response element，マ(i

DNase 1 (こhypersensitiveな部位を示す.
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図18 DNase 1 foot printingによるラットiNOSi宣伝子5'上流領域における転写因子
結合部位の推定.

レーン1と10はラベルしたMarker9である.レーン3と7はLPS刺激後2時間の新生仔
ラット培養心筋細胞の核蛋白，レーン4と8はLPS刺激後6時間の細胞の核蛋白，レー
ン5と9は細胞成分を含まないものである.Hindill末端を標識したprobeはそれぞれ

570 bpと660bpのサイズに応じて各レーンの最上部に認められる.
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図19 ラットiNOS遺伝子5'上流領域のdeletionmutant. 

Construct 1は1.1kb のiNOS遺伝子5・上流領域であり，これをもとにKiloSequence 

Deletion Kitで作成したmutantがconstruct2-5である.



A B 

LPS 

FSK+LPS 

IL6+LPS 

TNF+LPS 

TNF+IL6 

DEX+LPS 

Herb+LPS 

CAT (A.U.) CAT (A.U.) 

図20 一過性遺伝子導入による新生仔ラット培養心筋細胞におけるenhancer/

promoten注E性の解析.
A: CATの酵素活性は1.1kb のInsertを有するconstruct1の場合，LPS(10μg/ml)の

投与(・)によりコントロール(口)に比べて著明な増加を認めた.Enhancer令頁域の

NF-/C BとGASおよびIRF結合部位が脱落しただけで (construct2-4)，著明なCAT活性

の低下を認めることから，この部分の転写活性に対する重要性が示峻される.また，

Construct 4において2または3に比べて，さらにCAT活性が、低下するため， ー 163~ー 155ー
の存在するCAATbox の重要性が示唆された.また， promotor領域をも脱落させた

construct 5の場合，CATj活性はほぼコントロールと変わらない程度にまで低下した.

* P<0.01 vs construct 1+LPS， * P<0.05 vs construct 1+LPS， n=3. B: Forskolin 
(FSK，100μM) ， IL-6 (2，000 U/ml) ， TNF a (500 U/ml)のLPSとの同時投与はLPS単

独投与に比べて， CATの醇索活性を増加させた.これはiNOSmRNAのLPSによる誘

導をこれらの薬剤が促進することと合致し，またその転写促進機情はこのconstruct-

のinse同部分すなわち5・上流1.1kbの聞に存在するこ とが示峻される.Herbimycin 
(Herb，2μM)またはdexamethasone(DEX， 1μM)の前投与はLPSによるCAT酵素

活性の増加を抑制した.これは1州卜NOSmRNAσの)LPS'にこよる誘導をこれらの薬剤か

制することと合致し， またその転写抑制機+矯肴は5'上流1.1k陥bの閑に存在することかが‘示

P3愛Eされる.* P<0.01 vs LPS， * P<0.05 vs LPS， n=3. 
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(A) 

LPS 
LPS 

C O.25h O.5h 2h 6h ，------
Comp (ー) NF一喝 CAE (-) CAAT AP・1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

(C) 

(ー} H89 5T Herb Cal 
.LPS 

2 3 4 5 

(B) 

H7 OEX CHX 
LPS FSK .LPS 

3 4 

(0) 
(ー) porc W7 
+LPS IL-6 TNF 

r-ーーーーーーーーーーー「
1 2 3 4 5 

図21 新生仔ラット培養心筋細胞におけるNF-KB結合部位に対するEMSA.

A: LPSはNF-KBに対する結合活性を増加させた.この結合活性はコントロールの

状態では認められなかったが， LPS投与後30分で出現し， 6時間で最大となった.B: 

またこの結合活性の増加には新たな蛋白合成を必要としなかった (レーン5). 

Oexamethasone (OEX， 1μM)はこのLPS(6時間)によるNF-KBの活性化をほぼ完

全に抑制し，iNOSの誘導におけるOEXの転写抑制を説明する根拠となる可能性があ

る.Forskolin (FSK， 6時間)はNF-KBを活性化しなかった.C: Herbimycin (Herb) 

またはstaurosporine(ST)は有意にLPS(6時間)によるNF-KBに活性化を抑制した

が， calphostin C (Cal)はほとんど変化をもたらさなかった.すなわち， PKC以外の

protein kinase の活性化がLPSによるNF-KBの活性化に重要であると恩われた.

Pyrrolidine dithiocarbamate (POTC)もまたLPS(6時間)によるNF-KBの活性化を完
全に抑制した.この場合もiNOSmRNAの転写抑制作用とNF-KBの抑制とが非常に

よく比例した. 0: TNFa (6時間)はNF-KBを活性化したが， Iし6(6時間)はまった

く作用がなかった.TNFaのNF-KBに対する活性化はiNOSの転写に促進的に働く

可能性があると考えられた.
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(A) LPS (8) C LPS FSK 
.----ーー・...，r-ーーーーーー..，，..-ーーー「 片旦「

C O.5h lh 2h 6h Comp (・)CAAT CRE H CAAT CAE (-) CAAT CRE 

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

<-82 

<-81 

<-free probe 

(C) 十) CHX Herb (ー)C.I H89 ST (ー) POTC W7 OEX (0) 
+LPS C TNF IL-6 LPS 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1 2 3 4 

図22新生仔ラット培養心筋細胞におけるCAATboxに対するEMSA.
A : CAAT box のEMSAはコントロールの状態ではspecificbindingが一本存在する.
これを81と表わして示した.LPSの投与はこの81に加えて， 82と命名したより遅い
移動度を有する新しい結合活性を生じた.82はLPS投与後2時間から出現し，6時間
後に最大となり， 24時間後も持続している.8:この81および82の両者は100倍モ
ル相当量の未標識のCAATbox oligonucleotide の「司時incubationにより，まったく認
められなくなった.一方，未標識のCREprobeとのincubationは81に変化を与えなかっ
たが，82を有意に減少させた.また， Forskolin (FSK)の投与 (6時間)は82を出現さ
せた.さらに抗CRE8polyclonal抗体(Ab)とのincubation後82はほぼ完全に消失し
た. した力ずって，81はC/E8Pβによるhomodimer，82はC/E8PβとCRE8との
heterodimerと考えることができる.C: 82の誘導には新たな蛋白合成を必要とする
ようであった(レーン2)・H-89，herbimycin (Herb)， staurosporine (ST)の前投与はこ
のLPS(6時間)により誘導される82の活性を有意に抑制した.TNFa (6時間)およ
びlし6(6時間)は82の誘導をきたさなかった.
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(A) (B) (C) 

LPS LPS F$K LPS 
・ I r-・E・-・E・-ーー.， .... ー『・-・E・-司『

C O.5h 1h 6h 24h Comp (-) CRE CAAT H NF-"B AP.l H CRE CAAT (ー) Ab RS 

1 2 3 4 5 123456789  1 2 3 

<-sc 

(0) (-) DEX CHX Cal H89 ST (-) H7 PDTC W7 Herb (E) 
+lPS 

LPS IL・6τNF

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1 2 3 

図23 新生仔ラット培養心筋細胞におけるCREに対するEMSA_

A: LPSの投与後，時間依存的にCREに対するEMSAにおいて結合活性の増加を認め

た_B: Forskolin (FSK)の投与 (6時間)もCREに対する結合活性の指加を認めた.

LPSおよびFSK投与後のCRE結合活性の増加はCRE特異的であり， LPSおよびFSKー

により誘導されたCRE結合活性はCAATbox の未標識oligonucleotideとのincubation-

において有意に減少した_C: LPS (6時間)で刺激した核蛋白と抗CREB抗体 (Ab)

とのincubation後CREに対するEMSAにおいて明らかなsupershift(SC)を認めた.

非免疫ウサギ血清 (RS)とのincubationは結合パターンに変化をもたらさなかった.

D: LPSによるCRE結合活性の増加は新たな蛋白合成を必要とした(レーン3)_

H-89， herbimycin (Herb)， staurosporine (ST)の前投与はLPS(6時間)によるCAAT

boxへのB2結合活性とまったく同様にCRE結合活性を減少させた_ E: TNF crおよ

びIL・6はCRE結合活性の増加をきたさなかった.



7 8 9 10 

C LPS FSK CHX ST Herb DEX LPS IL・6 TNF 
+LPS +LPS +LPS +LPS (IRF) 

<-84 

<-83 

図24 新生仔ラット培養心筋細胞におけるIRF結合部位に対するEMSA.
コントロールの細胞においてIRF部位に83に相当する結合活性が認められる.一方，

LPS (6時間)の投与後，より遅い移動度を有する新たな蛋白合成を必要とする84の誘

導力f認められた.この2つの活性はIRF結合部位に相当する未標識のoligonucleotide-

とのincubation([IRF])において消失し， IRF特異的であると考えられた.これまでの

報告を参照すれば， 83はIRF-2，84はIRF-1による活性と考えられる.84の誘導は

DEX， herbimycin (Herb)およびstaurosporine(ST)の前投与により有意に減少した.

Forskolin (FSK)またはTNFa(6時間)は84を誘導しなかったが， IL・6(6時間)による
誘導を認めた.



C FSK IL・6LPS TNF 

-87 

・86

・85

図25 新生仔ラット培養心筋細胞におけるSIEに対するEMSA.

コントロールから結合活性力f見られるものの (85)，LPSとIL-6の投与30分により，新

たな結合活性の誘導が認められる (86および87). Forskolin (FSK)またはTNFa(30-

分)は86および87を誘導しなかった.
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FSK LPS 

図26 新生仔ラット培養心筋細胞におけるiNOSの転写調節.
この図にはiNOSの転写調節機構を示した.Ty-K=tyrosine kinase. 
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