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論文内容の要旨

心筋細胞に存在する誘導型一酸化窒素合成酵素(iNOS) は，虚血性心疾患や移植心で賦活化されるサイトカイン

系により誘導され，大量のー酸化窒素 (NO) を産生する事が生理実験において示されている。かかる心筋細胞の

iNOS 由来 NO の作用としては，グアニレートシクラーゼ・cGMP 系を介した陰性変力作用のほか， スーパーオキシ

ド(・ 02")との結合による細胞障害性分子であるパーオキシニトライト (ONOO-) の生成，過酸化水素 (H 202) 

消去酵素であるグルタチオンペルオキシダーゼ (GSHPx) 活性の特異的阻害などが示唆され，虚血再潅流時の酸化

的ストレスに伴って細胞障害を増悪する可能性があるo 従来，心筋虚血再潅流における NO の作用は冠循環への役割

が主に検討され， in vivo 心筋虚血モデルにおいて，冠循環で産生される NO が，再潅流時の血流保持を介して心筋

壊死進展を抑制する可能性が示されてきた。しかし，心筋局所において産生される NO が，虚血再潅流時の細胞障害

を知何に修飾するかはこれまで明らかではなかった。今回，冠循環の影響を除外した培養心筋細胞を用いて， NO が

模擬虚血再潅流時の細胞障害を増悪するか否かを検討した。

【方法ならびに成績】

1 )外因性 NO 負荷の効果

酸化的ストレスによる培養心筋細胞障害に対する NO の効果を検討するため， NO 供与体である s-ニトロソ N- ア

セチルペニシラミン (SNAP， 0.05 -5 mM) を心筋細胞に添加した後，過酸化水素 (0.1mM) を 1 時間負荷して検

討した。 SNAP 前処理の 1 時間後に過酸化水素を負荷すると，過酸化水素による心筋細胞の生存率 (WST-l 反応)・

死細胞率 (LDH 遊出量)は，共に SNAP 無投与群に比して投与量依存性に増悪した(生存率: 69 vs 12%，死細胞

率: 15 vs 43%)0 SNAP 前処理単独では，心筋細胞障害は不変であった。また， SNAP の脱ニトロソ体では，かか

る過酸化水素による心筋障害の増悪は認められなかった。同様に，低酸素負荷一再酸素化による心筋細胞障害も

SNAP 投与により有意に増加した (LDH 遊出: 4 vs 20%)0 SNAP 負荷により，心筋細胞中の GSHPx 活性は無負

荷群の34%に著明に低下し，一方， cGMP 含量は13倍に有意に増大した (EIA 法)。しかし， cGMP 類似体( 8 Brｭ

cGMP, 0.5 mM) の添加によっては，心筋細胞の GSHPx 活性は変化せず，過酸化水素による心筋細胞障害の増大

も認められなかった。



2 )内因性 NO 産生の効果

心筋細胞由来の内因性 NO の作用を検討するため，心筋細胞をインターロイキンー 1 ﾟ OL-1 ß, 10 ng / ml )に

て刺激し，誘導型 NO 合成酵素(iNOS) を発現させた D 心筋細胞は， 24時間の 1L- 1 ß 刺激により iNOS mRNA 

(ノザン解析)ならびに iNOS 蛋白質(ウエスタン解析)を発現した。 NO 産生をグリース試薬反応による亜硝酸イ

オン測定で、検討すると， L- アルギニン (0-1 mM) の投与量依存性に NO 産生が認められた (3 .1 VS. 22.2 nmol/ 

mg prot)o iNOS 誘導下に低酸素負荷一再酸素化を加えると， LDH 遊出量は L -アルギニンにより 3.8倍に著明に増

加するとともに GSHPx 活性は55%に有意に抑制された。一方， NO 合成酵素阻害剤である L -ニトロアルギニンメ

チルエステル (L -NAME, 1 mM) は， L ーアルギニン存在下の iNOS 誘導心筋細胞からの NO 産生を抑制 (8 .4

nmol / mg prot) し，心筋細胞における GSHPx 活性の低下，低酸素負荷一再酸素化に伴う心筋細胞障害の増悪を共

に著明に抑制した。

【総括】

1 )外因性の NO 供与体 (SNAP) は，単独では細胞障害を惹起しなかったが， SNAP に続いて過酸化水素負荷及び

低酸素負荷一再酸素化を行うと，著明な細胞障害の増悪を惹起した。 SNAP は，心筋細胞中の過酸化水素消去酵素で

ある GSHPx の活性を著明に低下させたが， GSHPx 活性を低下させない SNAP の脱ニトロソ体及び cGMP 類似体

8 Br -cGMP では過酸化水素負荷時の細胞障害が増悪しなかった。

2 )培養心筋細胞は， 1L-1β 負荷後に iNOS を発現し， L- アルギニン存在下に著明な内因性の NO 産生を示した。

かかる iNOS 由来の NO 産生により，心筋細胞の GSHPx 活性が著明に低下すると共に，低酸素負荷一再酸素化時の

心筋細胞からの LDH 遊出は有意に増大した。

以上より， NO は心筋細胞の活性酸素消去酵素， GSHPx の活性を抑制し，酸化的ストレス負荷時の心筋細胞障害を

増悪させる可能性が示された。特に，虚血再潅流，心移植などの炎症反応を伴う病態では，サイトカイン系の賦活化

により心筋局所において iNOS が誘導されることから，酸化的ストレスに伴う NO の心筋障害因子として作用を考慮

する必要が示唆される o

論文審査の結果の要旨

本研究は，培養心筋細胞の模擬虚血再潅流モデルを用い，心筋細胞より産生されるー酸化窒素 (NO) が，酸化的

ストレスを伴う虚血再潅流時の心筋細胞障害を増悪するか否かを，内因性抗酸化酵素， グルタチオンペルオキシダー

ゼ (GSHPx) 活性の制御との関連から検討したものである o

外因性の NO 供与体投与時，および，インターロイキンー 1β負荷による内因性の NO 合成酵素誘導時の実験にお

いて， NO は過酸化水素負荷，低酸素負荷一再酸素化などの酸化的ストレスを負荷すると，著明な細胞障害の増悪を

惹起した。酸化的ストレスを加えない条件下では NO は心筋細胞障害を惹起しないこと， NO が心筋細胞中の

GSHPx 活性を著明に低下させたことより， NO は内因性抗酸化酵素の活性阻害により酸化的ストレスに対する受攻

性を高めて細胞障害を惹起する事が示唆される。

従来，心血管研究領域においては， NO は冠血流維持を介した心筋細胞の保護因子であると考えられてきた。 しか

しながら，本研究により，酸化的ストレス時における NO の心筋障害因子としての可能性，及び，作用機作が初めて

明らかにされたことから，学位授与に値するものと考える。
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