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プロスタノイドによる誘導型一酸化窒素合成酵素の発現調節
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Circulatory failure in septic shock is due to vascular hyporesponsiveness, in which a massive amounts of nitric oxide
(NO) derived from inducible NO synthase (iNOS) plays a major role. In response to various in‰ammatory stimuli,
prostanoids are also derived from inducible isoform of cyclooxygenase-2 (COX-2). Several reports on the cross talk be-
tween NO and prostanoids have been published; vasodilator prostanoids such as prostacyclin (PGI2) and prostaglandin
E2 enhance iNOS expression in cultured cells. However, the details of the cross talk between prostanoids and the iNOS-
NO system remains unknown. We examined in‰ammatory cytokine-induced iNOS expression and NO production in
cultured vascular smooth muscle cells (VSMCs) and cytokine-induced hyporesponsiveness of the aorta from mice lack-
ing the thromboxane A2 (TXA2) receptor (TP－/－ mice). The cytokine-induced iNOS expression and NO production
were signiˆcantly augmented in TP－/－ VSMCs. Furthermore, U-46619, a TP agonist, inhibited the cytokine-induced
iNOS expression and NO production. The cytokine-induced hyporesponsiveness of aortas to vasoconstrictor was sig-
niˆcantly augmented in TP－/－ aorta. Finally, U-46619 signiˆcantly suppressed lipopolysaccharide-induced NO produc-
tion in vivo in wild-type mice, however, this eŠect was not observed in TP－/－ mice. These results suggest that TXA2 has
a protective role against the development of the vascular hyporesponsiveness via its inhibitory action on iNOS-NO sys-
tem under pathological conditions such as sepsis. Thus, it seems that the cross-talk between PG and NO works to main-
tain the vascular homeostasis in the systemic in‰ammatory reactions such as sepsis.
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1. はじめに

敗血症などの全身性炎症状態においては，著明な

血圧低下が認められるが，この原因の 1 つとして，

血管平滑筋細胞での誘導型一酸化窒素合成酵素

（iNOS）の発現誘導によりもたらされる多量の一酸

化窒素（NO）産生が挙げられる．1) NO は通常，血

管拡張因子として血管張力の恒常性維持に関与して

いるが，この際の NO 供給源は恒常的に血管内皮

細胞に発現している内皮型 NOS（eNOS）である．

一方で，iNOS から産生される多量の NO は，カテ

コラミン等の昇圧物質に対する血管収縮反応性の低

下を引き起こし，循環不全（septic shock）に至る

原因となる．24)炎症性刺激により同様に産生増大

するものとして，プロスタグランジン（PG）とト

ロンボキサン（TX）からなるプロスタノイドがあ

る．主要なプロスタノイドとして PGD2, PGE2,

PGF2a, PGI2, TXA2 が知られている．これらの産生

酵素であるシクロオキシゲナーゼ（COX）には 2

種類のアイソフォームがあり，恒常的に発現してい

る COX-1 と，種々の炎症性サイトカインにより多

量に発現誘導される COX-2 が知られている．5,6)最

近，NO とプロスタノイドが，互いの産生を調節，

いわゆる「クロストーク」するという報告がみうけ

られるようになってきた．

2. プロスタノイドによる iNOS 発現調節とその

機構

プロスタノイドによる NO 産生調節について

は，これまでにいくつか報告されている711)が，
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PGI2 や PGE2 のような「血管弛緩性プロスタノイ

ド」は，血管平滑筋細胞において，iNOS の発現を

正に調節することが知られている．7)これらの受容

体である IP，EP2，EP4 は，Gs タンパク質と共役

しており，アゴニスト刺激により細胞内 cAMP の

上昇，続いてプロテインキナーゼ A（PKA）活性

化が惹起される．1993 年，小出らはラット血管平

滑筋細胞において，IP アゴニストや，PKA 活性化

作用を有するフォルスコリン刺激に伴う細胞内

cAMP 上昇が，炎症性サイトカインによる iNOS 発

現誘導を亢進させることを報告した．10)その後，

cAMP による iNOS 発現調節に関する報告が相次い

だが，細胞種によって発現調節の結果が異なるもの

となっている．これは種々のアゴニストに対する受

容体発現や，iNOS 発現調節に関わる転写因子の発

現などの違いも起因していると考えられる．7)細胞

内 cAMP 上昇により，マクロファージでは iNOS

発現が亢進あるいは抑制され，肝細胞や脳グリア細

胞では抑制され，脂肪細胞や血管平滑筋細胞などで

は亢進を示すことが認められている．したがって，

PGE2 や PGI2 は，炎症時に iNOS 発現を更に亢進

させ，敗血症時のショック等の病態悪化に関与する

可能性も考えられるが，COX 阻害薬投与によるシ

ョックの改善は事実上困難であり，他の種々の炎症

メディエーターも関与した複雑な機構が存在すると

思われる．

一方で，強力な血管収縮作用や血小板活性化作

用，血管平滑筋細胞増殖作用12,13)などを示す TXA2

については，iNOS 発現への影響についてはよく知

られていなかった．TXA2 と同様に血管収縮作用を

有する生体内物質として知られているエンドセリ

ン，アンジオテンシン-II が，血管平滑筋細胞にお

いてサイトカイン誘発性の iNOS 発現を負に調節す

ることが報告されている．14,15)エンドセリン受容体

（ETA 受容体）やアンジオテンシン-II 受容体（AT1

受容体）は，アゴニスト刺激により，Gq タンパク

質を介した細胞内カルシウム濃度上昇，プロテイン

キナーゼ C 活性化がもたらされるが，TXA2 の受

容体である TP も同様の反応を有する．16)すなわ

ち，これらの昇圧物質は共通した細胞内シグナル伝

達機構を有している．敗血症に合併する播種性血管

内凝固（DIC）発症時などでは，生体内での TXA2

産生亢進が惹起されることが知られており，TXA2

による iNOS 発現への影響を理解することは，全身

性炎症状態において問題となる iNOS 発現制御の機

構を解明する上で重要であると考えられた．

3. 血管平滑筋細胞における iNOS 発現に及ぼす

TXA2 の影響

循環器系におけるプロスタノイドの役割として，

炎症性頻脈への TXA2 や PGF2a の関与，17)心筋虚

血再灌流障害モデルでの EP4 を介した PGE2 の心

臓保護作用18)などが，受容体欠損マウスを用いた研

究により明らかとされてきた．また，プロスタノイ

ドによる iNOS 発現調節に関して，これまで報告さ

れてきたものは培養細胞での検討のみであり，生体

レベルでの検討はほとんど行われていなかった．そ

こで，全身性炎症時の iNOS の発現調節を介した血

管緊張における TXA2 の役割解明を目指し，受容

体である TP を欠損したマウスを用いた検討を行っ

た．19)全身性炎症状態における血管収縮反応の低下

には，血管平滑筋細胞における iNOS 発現誘導によ

り過剰に産生される NO が原因の 1 つと言われて

いる．4)野生型マウス大動脈から血管平滑筋細胞を

調製し，炎症性サイトカインで刺激すると，iNOS

タンパク質の発現誘導が経時的に認められた［Fig.

1(A)］．ついで，野生型マウス及び TP 欠損マウス

由来血管平滑筋細胞間での比較を行った結果，TP

欠損マウスの血管平滑筋細胞では，サイトカイン刺

激に伴う iNOS 発現量及び NO 産生量が野生型に比

し有意に増加していた［Figs. 1(B) and (C)］．す

なわち，内因性に産生される TXA2 が iNOS 発現を

抑制していることが示唆された．また，野生型マウ

ス由来血管平滑筋細胞に，TP アゴニストである

U-46619 を添加すると，サイトカイン誘発 iNOS 発

現誘導と NO 産生が濃度依存的に抑制された［Fig.

1(D)］．したがって，TXA2 がサイトカインによる

iNOS 発現誘導を抑制することにより，全身性炎症

時の血管反応性調節に関与する可能性が示唆された．
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Fig. 1. Expression of iNOS Protein and NO Production in
VSMCs
(A) Time course of cytokine-induced expression of iNOS protein in

VSMCs from wild-type mice. VSMCs were stimulated for indicated periods
with cytokine mixture: IL-1b (20 ng/ml), TNF-a (20 ng/ml), and IFN-g (10
ng/ml). (B) Expression level of iNOS protein and (C) NO production after
24 hours of treatment with cytokines in VSMCs from wild-type (WT) and
TP－/－ mice. p＜0.05 vs. VSMCs from WT mice. (D) Inhibitory eŠects of
U-46619 on cytokine-induced expression of iNOS protein in VSMCs. VSMCs
were incubated with vehicle or U-46619 in the presence of cytokines and in-
domethacin for 24 h. p＜0.05 vs. VSMCs treated with cytokines alone.

Fig. 2. Roles of Endogenous TXA2 in Cytokine-induced NO
Production and Hyporesponsiveness of Aorta ex Vivo, and
EŠect of TXA2 in a Septic Model in Vivo
(A) Increased production of NO in cytokine-stimulated aorta from

TP－/－ mice. Aortas were treated with vehicle or cytokines for 24 h. p＜0.05
vs. cytokine-treated aorta from WT mice. (B) EŠects of aminoguanidine on
cytokine-induced decrease in maximum tension of phenylephrine-contracted
aortas. Values are percentage of maximum tension obtained in respective
cytokine-untreated aorta. p＜0.05 vs. respective aorta from WT mice. (C)
Inhibitory eŠect of U-46619 on LPS-induced NO production in a septic
model in vivo. Plasma levels of NOx were determined 20 h after injection of
LPS alone or LPS plus U-46619. p＜0.05 vs. mice group treated with LPS
alone.
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4. 摘出血管（胸部大動脈）の収縮反応及び LPS

投与による敗血症モデル動物での NO 産生に対す

る TXA2 の影響

ついで，野生型マウスより大動脈を摘出し，炎症

性サイトカイン存在下でインキュベート後の NO

産生量を定量するとともに，血管収縮物質であるフ

ェニレフリンに対する血管収縮反応を解析した．そ

の結果，TP 欠損マウス大動脈では，NO 産生量が

有意に増加し［Fig. 2(A)］，これは内因性 TXA2 が

iNOS 発現に対し抑制的に作用した結果と考えられ

た．同時に，サイトカイン処理した摘出大動脈の収

縮反応低下は，TP 欠損マウス大動脈ではより顕著

となっていた．これら大動脈の反応性低下は iNOS

阻害薬（アミノグアニジン）添加により，完全に回

復した［Fig. 2(B)］．LPS 投与による全身性炎症モ

デルを用いた解析では，血漿 NO 濃度は LPS 投与

によって著明に上昇し，U-46619 はこの NO 濃度の

上昇を著明に抑制した［Fig. 2(C)］．

5. おわりに

プロスタノイドは炎症時に NO 同様多量に産生

されるが，これまでの種々の報告から，Gs タンパ

ク質と共役した受容体に作用する PGI2，PGE2 な

どの血管弛緩性プロスタノイドは，iNOS 発現を増

強し，血管拡張作用が更に増強する方向に作用する

一方で，血管収縮性プロスタノイドである TXA2

は，iNOS 発現を負に調節することが今回明らかと

なった．したがって，TXA2 は，血管に対する直接

作用に加え，iNOS 発現抑制という間接的作用によ

って血管緊張の調節に重要な役割を果たしていると

考えられる．
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