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The nitric oxide (NO) synthases (NOSs) system consists of three diŠerent isoforms, including neuronal (nNOS),
inducible (iNOS), and endothelial NOSs (eNOS). The roles of NO in vivo have been extensively investigated in phar-
macological studies with NOS inhibitors and in studies with mice lacking each NOS isoform. However, in the pharmaco-
logical studies, the speciˆcity of NOS inhibitors continues to be an issue of debate, while in the studies with mice lacking
each NOS isoform, compensatory mechanism by other NOSs appears to be involved. Thus, the ultimate roles of en-
dogenous NO in our body still remain to be fully elucidated. To address this important issue, we have successfully deve-
loped mice in which all three NOS genes are completely disrupted. NOS expression and activities were totally absent in
the triply n/i/eNOS－/－ mice before and after treatment with lipopolysaccharide. While the triply n/i/eNOS－/－ mice
were viable, their survival and fertility rates were markedly reduced as compared with wild-type mice. The ˆrst noticea-
ble phenotypes were polyuria, polydipsia, and renal unresponsiveness to vasopressin, characteristics consistent with
nephrogenic diabetes insipidus. We subsequently observed that in those mice, arteriosclerosis is spontaneously deve-
loped with a clustering of cardiovascular risk factors. These results provide the ˆrst evidence that genetic disruption of
all three NOSs causes a variety of cardiovascular diseases in mice in vivo, demonstrating the critical role of the en-
dogenous NOSs system in maintaining cardiovascular homeostasis.

Key words―nitric oxide synthase; knockout mouse; cardiovascular disease; nephrogenic diabetes insipidus; metabolic
syndrome

1. はじめに

一酸化窒素（NO）は，生体の恒常性の維持に重

要な役割を果たしている．16) NO は，L- アルギニン

が L- シトルリンに変換される過程で，NO 合成酵

素（NOS）を触媒として生成される．NO はガス状

フリーラジカルであり，細胞膜を自由に通過して，

受容体を介さずに直接，あるいは可溶性グアニル酸

シクラーゼ/cGMP 経路を介して，多彩な作用を発

揮する．NOS には，神経型（nNOS, NOS1），誘導

型（ iNOS, NOS2），及び内皮型（eNOS, NOS3）

の 3 種類の異なったアイソフォームが存在する．16)

nNOS や eNOS はそれぞれ神経系や血管系に恒常的

に発現し，静止状態及び刺激状態の両方で，カルシ

ウム依存性に少量の NO を産生する．一方，iNOS

は細菌性エンドトキシンや炎症性サイトカインの刺

激によって発現が誘導され，カルシウム非依存性に

大量の NO を産生する．16)
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遺伝子改変動物は，生体内における標的遺伝子の

機能を研究するための，極めて有用な実験ツールで

ある．これまでに，NOS 遺伝子を単独にあるいは

二重に欠損させた動物が作製されている．717)

nNOS 欠損マウスは，胃幽門部括約筋の肥厚や，9)

異常な攻撃行動，13)あるいは脳虚血に対する抵抗性

を呈する．18) eNOS 欠損マウスは高血圧で，10)脳虚

血に弱く，19)また血管傷害に対する血管病変形成が

増悪する．20) iNOS 欠損マウスの主要な表現型は，

病原体による感染の増悪や，細菌性リポ多糖類

（LPS）による低血圧に対する抵抗性である．17)ま

た，ダブル n/eNOSs 欠損マウスでは，脳海馬にお

ける長期増強（LTP）の障害が認められる．15)この

ように，生体内における各 NOS アイソフォームの

個々の役割は，これまでに広く研究されてきた．し

かし，各 NOS 間には代償機構が働くために，15)

NOS システム全体に由来する NO の究極の役割に

ついては，いまだ十分に解明されていない．

この点を検討するために，われわれは，3 つの

NOSs がすべて欠失した NOS 完全欠損マウス（ト

リプル n/i/eNOSs 欠損マウス）を開発した（Fig.

1(A））．21） 本総説では，前半に，トリプル NOSs 欠

損マウスの開発に至ったわれわれのこれまでの研究

の背景について簡単に紹介し，後半に，このマウス

の創出と初期の機能解析について概説する．

2. われわれの過去の NO 研究

われわれは，最初に，血管内皮における NO 産

生の分子機構について検討した．内皮 NO 産生の

機序には，Gi 蛋白質を介する経路と Gq 蛋白質を

介する経路の少なくとも 2 つのシグナル伝達路が存

在する．われわれは，内皮機能不全には内皮 Gi 蛋

白質の発現低下が関与することをヒトで初めて報告

した．22,23)

次に，われわれは，イヌ脳動脈の NO 産生にお

ける内皮 tetrahydrobiopterin 濃度増加の作用につ

いて検討した．本研究において，われわれは，

tetrahydrobiopterin が，自己酸化反応により su-

peroxide を産生し NO 産生を低下させる作用と，

eNOS の補酵素として NO 産生を増加させる作用の

二面性があることを見出した．24,25)これらの結果よ

り，細胞内 tetrahydrobiopterin 濃度と抗酸化酵素

活性のバランスが，内皮 NO 産生における重要な

規定因子であることが示唆された．24,25)

3 番目として，われわれは，脳血管における ex

vivo 及び in vivo eNOS 遺伝子治療の有用性につい

て検討した．われわれは，recombinant eNOS 遺伝

子を血管外膜に強制発現させると，内皮を剥離した

血管において内皮非依存性，外膜依存性弛緩反応が

引き起こされることを報告した．2629)これらの知見

は，eNOS 遺伝子導入により外膜が血管トーヌスの

調節に役割を果たすようになるという血管生物学の

新しい概念を提唱した．2629)さらに，外膜への

eNOS 遺伝子導入は，脳血管病に対する新しい治療

戦略になり得る可能性が示唆された．

4 番目に，われわれは，L- アルギニンアナログの

NO 非依存性血管作用について検討した．合成 L-

アルギニンアナログ（L-NAME，L-NNA）あるい

は内因性 L- アルギニンアナログ（ADMA，L-NM-

MA）を動物に長期に経口投与すると，血管病変が

形成される．この機序には，内皮 NO 産生阻害の

機序が関与すると，これまで盲目的に信じられてき

た．しかし，われわれは，L- アルギニンアナログ

の長期投与が野生型マウスと eNOS 欠損マウスに

同程度の血管病変を惹起することを見出し，L- ア

ルギニンアナログの NO 非依存性血管作用を報告

した．30,31)この機序には，レニン・アンジオテンシ

ン系の活性化と酸化ストレスの増大が関与してい

た．30,31)

5 番目に，われわれは，nNOS の血管保護作用に

ついて検討した．動脈硬化における eNOS や iNOS

の役割は広く知られているが，nNOS の役割は不明

であった．われわれは，この点を nNOS 欠損マウ

スや種々の動脈硬化モデルを用いて検討し，nNOS

が動脈硬化病変形成や血管トーヌスの亢進に対して

抑制的に作用することを初めて明らかにした．32,33)

われわれは，さらに，神経系では恒常的に発現する

nNOS が血管系では誘導型 NOS として振る舞って

いることも見出した．3234)
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Fig. 1. Appearance (A), PCR Analysis (B), and Western Blot Analysis (C) of Wild-Type and NOS－/－ Mice
(A) We ˆrst produced 3 kinds of doubly NOS－/－ mice by crossbreeding singly NOS－/－ mice. The doubly NOS－/－ mice were then crossed, and triply n/i/

eNOS－/－ mice were ˆnally generated. (B) PCR analysis in tail genomic DNA indicated the presence of all three NOS genes in the wild-type C57BL/6 mice, but the
absence of the genes in the triply n/i/eNOS－/－ mice. (C)Western blot analysis also revealed the absence of all three NOS proteins in the brain and the heart of trip-
ly n/i/eNOS－/－ mice before and after treatment with lipopolysaccharide (LPS, 20 mg/kg IP, 12 hrs).

1349No. 9

これらの一連の研究において，われわれは 3 つの

NOSs がすべて，抗動脈硬化機構において重要な役

割を果たしていることを明らかにすることができ

た．しかし，各 NOS 間には代償機構が働くために，

NO/NOSs システム全体の役割については依然不明

な点が多い．この点を検討するために，われわれ

は，次の展開として，3 つの NOSs がすべて欠失し

た NOSs 完全欠損マウスを開発することを着想し

た．

3. NOS 完全欠損マウスの樹立

われわれは，最初に，3 種類のシングル NOS 欠

損マウスを交配させて，3 種類のダブル NOSs 欠損

マウスを作製した．次に，ダブル NOSs 欠損マウ

スをさらに交互に交配させて，トリプル n / i/

eNOSs 欠損マウス（NOSs 完全欠損マウス）を創出

した（Fig. 1(A)）．21)

NO は多くの生命現象に深く関与している．16)し

たがって，このプロジェクトの開始時には，トリプ

ル NOSs 欠損マウスが胎生致死であることも予想

したが，幸運にもそうではなかった．トリプル

NOSs 欠損マウスの外見は野生型マウスと同様で

（Fig. 1(A）），正常に発育し，体重も正常に増加

し，繁殖も可能であった．PCR，ウエスタンブロ

ット解析，及び L- シトルリンアッセイで評価した

このマウスの NOS 発現及び全 NOS 活性は，すべ

て完全に欠如していた（Fig. 1(B), (C)と Fig. 2）．

過去に，nNOS と iNOS には splice variants の存在

が報告されているが，残存する NOS の発現や機能

は LPS 投与前後で全く認めなかった（Fig. 1(B),

(C)と Fig. 2）．以上の結果より，NOS 完全欠損マ

ウスの樹立を確認した．

次に，われわれは，トリプル NOSs 欠損マウス

の全身の NO 産生が，完全に欠落しているか否か

を，全身の NO 産生の指標である血漿中 NOx 濃度

及び尿中 NOx 排泄量を測定することにより検討し

た．トリプル NOSs 欠損マウスにおける血漿中

NOx 濃度及び尿中 NOx 排泄量は，ともに野生型マ

ウスの約 3％と極めて低値であった．なお，NO レ

ベルが完全にゼロでないのは，NOS 非依存性 NO

産生機構が関与していることによると考えられ

た．35)事実，細菌（特に腸内細菌）は硝酸代謝を介

して NOx を産生し，次にミオグロビンは通常と全

く逆の経路で NOx から NO を産生することが報告

されている．36)加えて，カタラーゼが hydroxyla-

mine や sodium azide から NO を産生することも報

告されている．37)
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Fig. 2. Total NOS Activity in the Brain and the Heart of Wild-Type and NOS－/－ Mice
(A) In the normal brain, total NOS activity was markedly reduced in nNOS－/－ mice as compared with the wild-type mice, and it was completely absent in the

triply n/i/eNOS－/－ mice. (B) In the normal heart, total NOS activity was signiˆcantly reduced in nNOS－/－, iNOS－/－, and eNOS－/－ mice, and it was also com-
pletely deˆcient in the triply n/i/eNOS－/－ mice. (C) In addition, in the heart treated with lipopolysaccharide, total NOS activity was again undetected in the triply n
/i/eNOS－/－ mice.

Fig. 3. Survival Rate in Both Genders of Wild-Type and NOS－/－ Mice
During the 10 months of follow-up, all the wild-type mice lived, whereas approximately 80％ of the triply n/i/eNOS－/－ mice died. Survival rate was signiˆcant-

ly worse in proportion to the number of disrupted NOS isoforms in the order of singly, doubly, and triply NOS－/－ mice.

1350 Vol. 127 (2007)

4. トリプル NOSs 欠損マウスにおける生存率と

出生率

合計 9 種類のマウス（2 種類の野生型マウス，3

種類のシングル NOS 欠損マウス，3 種類のダブル

NOSs 欠損マウス，及びトリプル NOSs 欠損マウ

ス）において，生存率と出生率を検討した．10 ヵ

月間の観察期間中，野生型マウスはすべて生存した

が（生存率 100％），トリプル NOSs 欠損マウスは

13 匹中 3 匹しか生存し得なかった（生存率 23％）

（Fig. 3）．21)生存率は，ノックアウトされた NOS ア
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Fig. 4. Urinary Volume (A) and Water Intake (B) in Wild-Type and NOS－/－ Mice
(A) Urinary volume was signiˆcantly increased in accordance with the number of disrupted NOS genes in the order of singly, doubly, and triply NOS－/－ mice,

and the triply n/i/eNOS－/－ mice exhibited approximately 3-fold increase in urinary volume as compared with the wild-type mice. (B) Water intake was also sig-
niˆcantly enhanced in the order of singly, doubly, and triply NOS－/－ mice.

1351No. 9

イソフォームの数に比例してシングル，ダブル，ト

リプルの順で段階的に低下していた（Fig. 3）．ま

た，出生率も，生存率と同様に，ノックアウトされ

た NOS アイソフォームの数に比例して段階的に低

下していた．21)これらの結果より，NOSs システム

が生命の維持や出生において必須の役割を果たして

いることが示唆された．

5. トリプル NOSs 欠損マウスにおける自然発症

心筋梗塞

われわれは，次に，トリプル NOSs 欠損マウス

の死因について検討した．病理学的解析では，興味

深いことに，死亡したマウスの実に半数以上が自然

発症の心筋梗塞で死亡していると判断された．冠動

脈には，高度の内膜肥厚，中膜肥厚，及び外膜線維

化が認められた．また，これらのマウスには，外膜

における肥満細胞の浸潤も観察された．21)肥満細胞

から遊離されるヒスタミンは動脈硬化冠動脈におい

てスパスムを誘発することが報告されていることか

ら，トリプル NOSs 欠損マウスの死因の少なくと

も一部には，冠スパスムによる心筋虚血が関与する

ことが推察された．21)

過去に自然発症の心筋梗塞を引き起こすマウスモ

デルとして高比重リポ蛋白質受容体と apolipopro-

tein E のダブル欠損マウスが報告されている．38)し

かし，このマウスは生後 2 ヵ月以内にすべてのマウ

スが死亡してしまい，実験に広く使用するのは困難

である．38)われわれのトリプル NOSs 欠損マウス

は，実験に有用な世界初の自然発症心筋梗塞マウス

モデルであると考えられた．

6. トリプル NOSs 欠損マウスにおける腎性尿崩

症

トリプル NOSs 欠損マウスの樹立には成功した

ものの，生存率と出生率の著明な低下を認め，この

マウスが非常に貴重であったので，当初はマウスを

屠殺せずに非侵襲的解析を行った．注意深い観察に

より，このマウスが多尿を呈することに気付いたの

で，われわれは次に生体内の水バランスについて検

討した．2～3 ヵ月齢のトリプル NOSs 欠損マウス

は，野生型マウスに比して，多尿，多飲，脱水の所

見を認めた（Fig. 4）．21)多尿においては，浸透圧利

尿と水利尿の鑑別が必要である．トリプル NOSs

欠損マウスの尿は，低浸透圧，低イオンで，尿糖を

認めなかったことから，ナトリウム利尿や糖尿病に

よる浸透圧利尿は除外された．21)水利尿は，中枢性

尿崩症，腎性尿崩症や心因性多飲によって生じる．

トリプル NOSs 欠損マウスには脱水の所見がみら

れたので，心因性多飲は除外できた．次にわれわれ

は，中枢性尿崩症と腎性尿崩症を鑑別するために，
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中枢におけるバソプレッシン（抗利尿ホルモン）分

泌量及び腎臓におけるバソプレッシン感受性を検討

した．トリプル NOSs 欠損マウスにおいて，外因

性バソプレッシンに対する腎臓の抗利尿反応は著明

に減弱していたが，中枢のバソプレッシン分泌量は

正常であった．以上より，このマウスの尿崩症は腎

性であることが同定できた（Fig. 5）．21)腎性尿崩症

は，先天性（遺伝性）と後天性の 2 つのカテゴリー

に分類される．後天性腎性尿崩症は，高カルシウム

血症や低カリウム血症などの電解質異常や，腎不全

によって引き起こされる．トリプル NOSs 欠損マ

ウスにおいて，血漿カルシウム濃度や血漿カリウム

濃度は正常であったが，腎臓には尿細管のアポトー

シス，糸球体硬化や糸球体内血栓が認められた．21)

したがって，これらの腎臓の構造変化が，このマウ

スにおける腎性尿崩症の発現に関与していることが

示唆された．

通常，腎糸球体内血栓による虚血性尿細管ダメー

ジは，遠位尿細管や集合管よりも近位尿細管におい

て高度である．しかし，トリプル NOSs 欠損マウ

スにおける尿細管病変は，近位尿細管よりもむしろ

遠位尿細管や集合管において高度に認められた．21)

したがって，尿細管病変は糸球体血栓によって生じ

ているのではないことが考えられた．

生理的状態において，バソプレッシンは，腎臓集

合管主細胞の V2 受容体に結合し，アデニル酸シク

ラーゼを刺激し，cAMP を増加させて，cAMP 依

存性蛋白質リン酸化酵素を活性化させる．このリン

酸化酵素は，水チャネルアクアポリン2 をリン酸

化し，アクアポリン2 の細胞質小胞から細胞膜へ

のトランスロケーションを引き起こし，水の再吸収

を増加させる．腎性尿崩症は，血中バソプレッシン

レベルは低下していないにも係わらず，尿濃縮能が

障害された病態である．遺伝性腎性尿崩症におい

て，バソプレッシンに対する腎臓の反応性は，V2

受容体やアクアポリン2 の遺伝子異常のために障

害されている．われわれは，トリプル NOSs 欠損

マウスにおける腎性尿崩症の機序をさらに明らかに

するために，腎臓の構造変化が生じていない生後 1

週齢のマウスの集合管において，cAMP の産生と

アクアポリン2 の局在について検討した．生後 1

週齢のマウスの集合管において，バソプレッシン刺

激による cAMP の産生は，野生型マウスに比して

トリプル NOSs 欠損マウスで有意に低下してい

た．21)さらに，集合管細胞膜におけるアクアポリン

2 の発現も，トリプル NOSs 欠損マウスで有意に低

下していた．21)以上より，トリプル NOSs 欠損マウ

スは，後天性腎性尿崩症の特徴に加えて，先天性腎

性尿崩症の特徴も有していると考えられた．

7. トリプル NOSs 欠損マウスの心血管病表現型

われわれは，最近，トリプル NOSs 欠損マウス

に自然発症の血管病変が形成されるという仮説を検

証した．39)実験は，通常食で飼育した 2 ヵ月齢及び

5 ヵ月齢のオスの野生型マウス，nNOS 欠損マウス，

iNOS 欠損マウス，eNOS 欠損マウス，及びトリプ

ル NOSs 欠損マウスを用いて行った．2 ヵ月齢で

は，いずれのマウスにおいても有意な血管病変は形

成されていなかった．しかし，5 ヵ月齢では，トリ

プル NOSs 欠損マウスにおいてのみ，心外膜を走

行する大きな冠動脈と心筋内を走行する微小冠動脈

の両方に，有意な血管壁の肥厚と外膜の線維化が認

められた．39)重要なことに，冠動脈におけるアンジ

オテンシン変換酵素（ACE）の発現，並びに心臓

におけるスーパーオキサイド産生もまた，トリプル

NOSs 欠損マウスにおいてのみ有意に増加してい

た．以上より，NOSs システムの完全欠損は，ACE

のアップレギュレーションと酸化ストレスの増大を

伴った自然発症冠動脈硬化を引き起こすことが示唆

された．39)

われわれは，さらに，トリプル NOSs 欠損マウ

スに心血管病の危険因子が存在するか否かを検討し

た．40)興味深いことに，このマウスには，内臓脂肪

型肥満，高血圧，高中性脂肪血症，耐糖能異常，イ

ンスリン抵抗性といった最近話題のメタボリックシ

ンドロームの病態がすべて揃って認められた．

8. おわりに

われわれは，3 つの NOS アイソフォームがすべ

て欠失した遺伝子改変動物の開発に世界で初めて成

功した．初期の機能解析において，われわれは，こ

の NOSs 完全欠損マウスが，加齢，動脈硬化，冠

動脈スパスム，メタボリックシンドローム，及び腎

性尿崩症の病態を呈することを見出した（Fig. 6）．

このように，全 NOSs 遺伝子の完全欠損が多彩な

心血管病を引き起こしたことから，NO 産生障害が

当該疾患の成因に中心的役割を果たしていることが

示唆された．
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Fig. 5. Central Vasopressin Release (A) and Renal Sensitivity to Vasopressin (B) in Wild-Type and NOS－/－ Mice
(A) Central vasopressin secretion, as assessed by urinary vasopressin excretion, was normal in the triply n/i/eNOS－/－ mice as compared with the wild-type

mice. (B) Administration of synthetic vasopressin (0.002 unit, IP) signiˆcantly reduced urinary volume in the wild-type C57BL/6 mice, whereas this antidiuretic
eŠect was markedly impaired in the triply n/i/eNOS－/－ mice. From these results, we identiˆed that the triply n/i/eNOS－/－ mice suŠer from nephrogenic diabetes
insipidus.

Fig. 6. Schematic Diagram Showing the Cardiovascular Phenotypes in Mice Lacking All NOS Isoforms
The triply n/i/eNOS－/－ mice manifest a variety of cardiovascular phenotypes, including aging, arteriosclerosis, coronary artery spasm, metabolic syndrome,

and nephrogenic diabetes insipidus. These ˆndings demonstrate a central role of NO derived from the whole NOS system in the pathogenesis of the cardiovascular
diseases. Our triply mutant mouse may be a new animal model of the disorders.

1353No. 9

これまで生体内における NO の役割が，薬理学

的研究やシングル NOS 欠損マウスを用いて広く研

究されてきた．しかし，薬理学的研究では薬剤の選

択性や特異性が常に問題となり，また，シングル

NOS 欠損マウスではノックアウトされない他の

NOS の代償機構が働くために，NOSs システム全

体に由来する NO の真の役割についてはいまだ不

明な点が多い．われわれが開発した NOS 完全欠損

マウスはこれらの問題を解決し，全 NOSs システ

ムの役割を解明する有用な実験ツールである．
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