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Nonendothelial Source of Nitric Oxide in Arterioles But Not in Venule:Alternative

Source Revealed In Vivo by Diaminofluorescein Microfluorography.

(細動脈 における非血管内皮 由来の一酸化窒素分画 と細静脈における内皮由来の分画

の重要性 について:一 酸化窒素感受性蛍光色素を用いた生体内顕微鏡 の適応によ り

       解明 された微小循環床における一酸化窒素の多様 な産生源)

柏 木 哲

内容の要旨

 一酸化窒素(NO)は 血管 の弛緩 作用 を始 め多 くの生理 作用が報告

され てい る。NOは 二原子分子 のラジカル であ り、その低 分子量 と高

い反応性 か らそ の局在な ど生 理学上必須 の情報 を得 る ことがきわめ

て 困難 で ある。Diaminofluorescein(DAF-2)は 、 NOと 特 異的 に反 応

す るNO感 受 性蛍 光プmブ で ある。本 研究 では、主 にNOに よ る微

小循 環分子統御 機構iの解析 を 目的 に、DAF-2を 腸 間膜微 小循環 に適

用 し、臓器組織 レベル でのNOの 産生や局在 をバイ オイ メージ ング法

に よ り検討 した。

 DAF-2を ラ ッ ト腸 間膜 にローデ ィング、微小血 管床 の蛍光画像 を

共焦点 レーザー顕微鏡 にて撮 像 し、 コン ピュー タ支援 下 に蛍光 強度

を半定量的 にデ ジタル解析 した。同時 に腸 間膜 におけ るNO合 成 酵素

(NOS)の アイ ソザイ ムの局在 を、それぞれ に対す るモ ノクローナ

ル抗体 を用いて、免疫組 織化学及 び フローサイ トメ トリにて検討 し

た。

 そ の結果 、 (1)腸 間膜微小 循環 を構 成す る細胞 群 の うち、細 動

脈 ・細静脈内皮お よび肥満細胞 にて強い蛍光 上昇 がみ られた。(2)

NOSの 非選択 的な阻 害薬 投与 では細静脈側 での蛍光 が有意 に減少 し

たの に対 し、neural NOS(nNOS)選 択的 阻害薬投与で は細動脈側 で

有意 に蛍 光が減少 した。細静脈 での蛍光 は 白血球 の膠 着現象 と逆相

関 を示 した。 (3)免 疫組織化 学では、細動脈側 では血管周 囲の神 経

終末 お よび肥満細 胞 に豊富 にnNOSの 存在 が認 め られ たの に対 し、

endothelial NOS(eNOS)は 認 められなか った。細静脈側 ではeNOSの

みが血管 内皮 に認 め られ た。 (4)フ ローサイ トメ トリ法 にて肥満 細

胞 に豊富なnNOSが 証明 され た。

 以上 よ り、細動脈 では支配神 経中のnNOS及 び間質 の肥満細胞 が収

縮性 を調節す る因子 としてのNOを 供給 し、細静脈で は内皮 に存在 す

るeNOSが 白血病 や血小板 膠着抑制 因子 としてのNOを 供 給 して いる

と考 え られた。また 、いず れ の系にお いて も、過剰 量のNOS阻 害剤

の投与 によって も蛍 光の上昇 は完全 に抑制 され なかった こ とか ら、

非酵素的 に産生 され るNOの 存在 も示 唆 された。脳の微小循環 のNOS

アイ ソザ イムの分布 も免 疫組織化 学 によ り検討 され たが、 ほぼ類 似

した結果 であった こ とか ら、 これ らの結果 は全身の他 の臓器組織 に

普遍的に適 応でき るもの と考 え られた。

 細動脈 ・細静脈 が異 なるNOに よる循環制御機構 を持 ち、これ がア

イ ソザイ ムの発現 と産 生局在 の差 に よって達成 され てい るとい う事

実は、NOが 内皮 よ り産生 され血管 を弛緩 させ るとい う一義的 な既成

概 念に大 きな修正 を加 えた。 また、NOの 酵 素非依存性分画 の存在 は

その局在 を半定量的 に解 析 できな けれ ば知 りえない事実で あ り、こ

れ は現在本研 究で確立 された手 法を用い る以外 に達成 され得 ない。

以上、本研 究は今後 の本 手法 の適 用の拡大 によ りNOの 生物学 の展 開

に大 きく貢献でき るもの と考 え られた。

論文審査の要旨

 一酸化窒素(NO)は 血管内皮 由来弛緩因子 と同定 されたガス状メ

デ ィエー タであ るが、フ リー ラジカルで あ り、生化 学的 なアプ ロー

チは技術 的に非常 に困難 である。 このた め、 とりわけ微小循環床 で

のNOに よ る微 小循環 分子 統御機構 には不明 な点が 多い。本研 究で

は、主 にNO感 受性蛍 光 プ ロー ブで あるdiaminofluorescein(DAF-2)

を用 いNOの バ イ オイ メー ジ ン グ法 をin vivoに て確 立 し、 NOの 分

布 ・産生 の局 在 を検討 した。その結 果、細動脈 では主 に周 囲の神経

由来のnNOS(neuronal nitric oxide synthase)、 細静脈 では血管 内皮 由

来のeNOS(endothelial NOS)をNOの 主要な供給源 と してい ることを

明 らかに した。 これ は、 内皮 由来 のNOが 循環 系を統御 す るとい う一

義 的既成概念 とは異 な り、実際 は微 小循環床 を構 成す る脈 管がNOS

アイ ソザイ ムの発現 と局在 を制御す ることでその生理的 に固有 な機

能 を実現 してい るこ とが示唆 され た。また、NO分 布 の半定量的解析

か ら、以前か らその存在 が推測 され てきた酵素 非依存性 の分 画の存

在 も強 く示 唆 された。

 審 査では先ず、肥満細胞 が多量 のnNOSを 保 持す る ことの意義につ

き質問 がな され た。 これ に対 し、文献 を引用 しconstitutiveなNO産 生

に よ り自 らの 脱 穎 粒 を制 御 して い る こ と、周 囲 の リン パ 管 の

permeabilityの制 御 を してい る可能性 が高 い旨回答 され た。 これ に対

し、肥満細胞欠 如 ラッ トを用いた実験 をデザイ ンす るこ とで本 方法

に よ り肥満細 胞の生理 的役割 の解 析が可能 な 旨助言 がな された。次

に、本研 究で免 疫組織化 学におい て使 用 され たホモ ロジー の高い3

つのNOSア イ ソザイ ムに対す る特異 的なモ ノク ローナル抗 体での染

色 の特異性 につい て質 問が なされ た。使用経験 の大 きい市販抗 体で

あ るこ とや 、フ ローサイ トメ トリー な どの方法 を併用す るこ とで結

果 につ き さ ら に検 証 を加 え て い る 旨の 回答 が な され た。ま た、

detergent使用 に よって染色結果 が影響 を受 ける可能性 につい て指摘

がな され 、使 用 ・不使用 の比較にお いて差が見 られ なか った旨回答

があ った。次 に、本 研究 において、径 の異な る細動 脈で得 られ た結

論 は定性的 な もの であ り、モデル と した腸間膜 の細 動脈系 を径 や生

理機 能 に基づ き分類 し、各 々の特有 の機 能 と関連付 けて検討す べ き

ではない か との指摘 がな され た。 これに対 し、免疫 組織化学 の結果

が定性的 であ り、定量的 な分類 と対応 させ るこ とは試み たが技 術的

に不可能 であった 旨回答が な され た。ま た、動脈硬 化 な どの病 態に

おいて本研究 での結論 は どの よ うに関与 しているか との質 問がな さ

れ 、各 種 病態 モデ ル動 物 に本法 を適 応 した検 討 が必 要 な旨回答 が

あった。

 以上 によ り本研究 には、今後 なお検 討すべ き課題が残 る ものの、

細動脈 ・細静脈がそれぞれ異 なるNOに よる循 環制御機 構 を持つ とい

う事実 を明 らか に し、これ まで信 じられて きた一義的 な既成概 念 に

大 きな修正 を加 えた研 究 と して、微小循 環学 の分 野におい て価値 の

ある論文 である と評価 され た。
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