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論文の内容の要旨

（目的）

　一酸化炭素（Nitric　O・ide；N○）は，生体の恒常性維持および防御機構において多彩な機能を発揮しているガス

状のラジカル分子で，3種類のN○合成酵素から産生される。サイトカイン等で発現誘導される誘導型N○合成酵

素（i．d．cible　NO　synthase；iNOS）は多量のNOを持統的に産生することから，炎症時の組織障害への関与が示

唆されている。気道に炎症性疾患を有する患者において，呼気中のNO濃度の上昇が報告されているが，肺のiNOS

発現調節に関しては不明な点が多い。そこで，本研究では，モルモット肺よりiNOS遺伝子をクローニングし，

その生化学的性質および組織における発現調節機構について検討した。また，急性呼吸不全症侯群（ARDS）や

喘息の病態モデルにおける，その発現の変動についても検討した。

（方法）

（1）モルモットiNOS　cDNAのクローン化：モルモット肺から抽出したRNAを鋳型として，種を超えて保存さ

れているlNOS遺伝子特異的プライマーを用いたRT－PCR法により全長iNOS　cDNAを作製し，全塩基配列を決定

した。

（2）新規iNOSの解析：リポポリサッカライド（LPS）による組織におけるiNOS発現誘導をノザン解析により

検討した。また，クローン化したiNOSの活性を，COS細胞に導入することにより検討した。さらに，発現させ

たNOS活性に及ぼすCa！十キレーター，各アイソフォーム特異的阻害剤およびカルモデュリン阻害剤の影響をそれ

ぞれヒトiNOSと比較検討した。

（3）肺と大腸におけるiNOS皿RNAの発現調節機構の検討：iNOS遺伝子の転写活性および狐RNA安定性に対す

るLPSの影響を検討した。転写活性はr㎜一㎝法により測定した。mRNA安全性については，転写阻害剤投与後の

iNOS蛆RNA発現量の経時変化をノザン解析により調べた。さらに，肺牟よび大腸に発現している㎜RNAをRACE

（repid　amp1ification　of　cDNA　ends）法とノザンブロットにより解析した。

（4）病態モデルにおけるiNOSアイソフォーム発現の解析：肺におけるiNOS　㎜RNA局在を，iNOS　cDNAをプ

ローブとして，ゴ1〕sれuハイブリダイゼーション法により検討した。また，肺胞n型上皮細胞におけるiNOS

㎜RNAの変動を，モルモットにLPSを投与してARDSモデルを作製後，肺胞皿型上皮細胞を単離し，iNOS㎜RNA

の発現をノザンブロットにより解析することで，検討した。さらに抗原感作したモルモットに抗原を吸入させ，
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6時間後の肺におけるiNOS㎜RNAの変動をRT－PCR法で解析した。抗iNOS抗体を用いた免疫組織化学染色を行っ

た。

（結果）

（！）モルモットiNOS　cDNAのクローニング：クローン化したcDNAはアミノ酸配列で既知のiNOSと約80％の

相同性が認められたが，他のアイソフォームに対しては相同性は40％以下であった。

（2）iNOSの解析：肺と大腸に恒常的な発現が認められた。LPS刺激により腎臓，脾臓，大腸では発現の増加が

観察されたのに対し，肺では抑制が認められた。肺でのLPSによる発現抑制には，用量および経時的変化が観察

された。発現実験において，得られたcDNAのNOS活性はヒトiNOSと異なりCa！十キレーターの添加で強く抑制さ

れた。一方，iNOS阻害剤及びカルモジュリン阻害剤添加では，ヒトiNOSと同様に選択的な活性の抑制が認めら

れた。

（3）肺と大腸におけるiNOS　mRNA発現調節機構の検討：iNOS遺伝子転写に関して，肺ではLPSにより増減は

認められなかったが，大腸では1．8情に増加した。㎜RNA安定性については，肺においてLPSにより分解の充進

が観察されたが，大腸での変化は認められなかった。また、肺と大腸にTGF一β1の定常的発現が観察された。そ

の発現レベルは肺の方が5倍高く，さらにLPS刺激により肺での発現レベルは2倍に増加した。RACE法により

5㌧非翻訳領域の長さが約50bp異なる2つのmRNAが肺と大腸で検出された。ノザン解析では，肺では短い方の

mRNAは発現し，大腸では長い方のmRNAが発現していることが明らかになった。

（4）病態モデルにおけるiNOSアイソフォーム発現の解析：ゴηsj亡uハイブリダイゼーション解析の結果，肺

胞n型上皮細胞にiNOS㎜RNAの発現が観察された。ARDSモデルでの肺胞n型上皮細胞におけるiNOS　mRNAの

解析の結果，肺胞狂型上皮細胞に定常的なiNOS㎜RNAの発現が観察され，ARDSの病態下で発現の減少が認め

られた。また，喘息モデルでの検討の結果，抗原吸入6時間後の肺に発現の増加が観察された。抗原吸入後の肺

においては，気道上皮細胞にiNOSの発現が観察された。

（考察）

　クローニングしたcDNAは既知のiNOSとの相同性の比較，薬理学的検討およびLPSによる誘導実験によりiNOS

ho肌o1ogueであると考えられる。しかしながら，このiNOSの活性は，Ca1十依存的であった。さらに，LPS刺激に

より肺においてiNOS　mRNAの減少が観察された。これらのことから，このcDNAは新しいiNOSアイソフォーム

である可能性がある。LPS刺激後のiNOS　mRNA発現の相違について，肺と大腸で比較検討した結果，肺での減

少は㎜RNA分解の充進に基づくことが，また，大腸での発現増大は転写の充進に基づくことがそれぞれ明らかと

なった。このiNOSには2種類の肌RNAが存在し，肺にはLPSにより発現が抑制される短いmRNAが，大腸にはLPS

により発現が増強される長い㎜RNAがそれぞれ選択的に発現し，各組織において異なる発現調節を受けている可

能性が考えられる。

　病態モデルで各iNOSアイソフォームの発現を解析した結果，短いmRNAはARDSモデルでその発現が減少した。

一方，長い肌RNAは抗原吸入により発現が増加したことから，主に気道上皮で発現され，喘息の病態へ関与して

いる可能性が考えられる。今後，これらの病態におけるNOの関与について明らかにするためには狐RNAレベル

での変化の他に，蛋白質あるいは活性レベルでの検討を行う必要があると思われる。

本研究ではモルモットiNOS　cDNAの一次構造を決定し，このiNOS㎜RNAに2つのアイソフォームが存在するこ

とを明らかにした。さらに炎症時に，これらのアイソフォームが組織特異的な発現調節を受け，異なる病態へ関

与している可能性を見いだした。

審査の結果の要旨

本研究は，モルモット誘導性一酸化窒素合成酵素（iNOS）のcDNAクローン化を行い，その構造，多型性，お
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よび，病態モデルにおける発現を調べたものである。一酸化窒素（N○）は生体の恒常維持および防御機構にお

いて多彩な機能を発揮している分子である。誘導型NO合成酵素（inducib1e　NO　synthase；iNOS）は，多量のNO

を持続的に産生することから，炎症時の組織障害への関与が示唆されている。しかし，肺の1NOS発現調節に関

しては不明な点が多い。そこで，本研究では，モルモット肺よりiNOS遺伝子をクローニングし，その生化学的

性質および組織における発現調節機構について検討した。また，急性呼吸不全症侯群（ARDS）や喘息の病態モ

デルにおける，その発現の変動についても検討した。データの中には，まだ解析途上のものもあるが，本論文は，

iNOS研究の上での新知見を含んでいる。すでに，本論文の一部はB1oche㎜ica1Jouma1誌に公表されている。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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