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312 栽分野 を切り拓く酵素達

S72 生理活性物質NO とその生体内にお ける合成讎御

NO 合成酵素 は い か に して調節 されてい る か ？

（闘本医科大学 、

一
生化、

“

都臨床研 、炎症〉○堀　弘幸 、

岩崎俊雄 、禽橋容子、林　陽子 、松村智裕 、 梅 田真郷
“

、西野武士

　1980 年代 に血 管弛緩因子 と して岡定され た一酸化窒素 （NO ＞が、血管内皮系の み な

らず、生 体内の 様身 な組 織で生理活性 を示すこ とが明 らか とな っ て き た 。 脳 神経系 では

神経伝達 物質 と して記憶や学習の メ カ ニ ズ ム の一
環 と して機能し、神経系 の発生、分化

との 関連 も振摘 されて い る 。 また 、 神経細胞は NO を奮 めた低分子ラジカ ル 化合物に対す

る 感受性が高 く、過剰 なNO は神経細胞死 を惹起す る とも報魯 されてい る 。 さ らに 免疫細

胞系で は抗菌 、抗 ウイル ス 物質と して 作用 し、時 に は その 高い 反応性 の ため 、組 織 障害

を誘発 しエ ン ド トキシ ン シ ョ ッ クや 炎症の
一

因ともなる
。

　生体内での NO の 産生 は一
酸化窒素 合成酵素 （Nitrlc　Oxide　 Synthase；　NOS ，　 巨G

1．14．13．39） と総称 され る酵素群に よる 。

一
酸化窒素合成酵素は その 生体内分布、構造 、

遺伝子 調節機構、酵索の 酒性化機構か らお よそ三 群 に 分類 される 。 す なわ ち、構成型酵

素 の神経型 （neuronai　NoSl 　nNOS ）と血管内皮型 （endotherial 　NOS ；eNOS ） 、 お よび

免疫系 をは じめ生体内の 様 々 な組織でみ られ る誘導型 （inducible　NOS ；iNOS ）で ある
。

こ れ ら三 酵素 はい ずれ も分 子量 13一総 万の サ ブユ ニ ッ トか らなる二 量体酵素 でア ル ギ ニ

ン 、酸素 、 NADPH を基質 と しシ トル リン、　 NO 、　 NAD 併 を産生す る 。 各サ ブユ ニ ッ トは

1個の ヘ ム 、 FMN 、　 FAD お よび O．54 個の テ トラ ヒ ドロ ビオ プテ リン を酵紊活性に 必須な

補 欠分子族 と して含有 し、ヘ ム 、テ トラ ヒ ドロ ビオプテ リン を含 む P450型 ヘ ム ドメ イン

とFMN 、　 FAD を含 む P450 リ ダク ターゼ ドメ イン 、お よび二 つ の ドメ イ ン を接続 する カ

ル モ ジ ュ リン結合部位 か ら構成され る 。
こ れ ら三 つ の 酵素の うち、nNOS とeNOS は カ

ル モ ジ ュ リン を介 して カル シ ウム で活性化 される が 、 iNOS は カル モ ジ ュ リン と強固に 結

合 してお りカル シ ウム に よる濡性化 を必要 としない 。

　我 々 は ラ ッ ト小 脳 の nNOS の精製法 を検討 し、その 過程 にお い て 、本酵素が カル シウ

ム 存在下 で は迅速 に 失活 す る とい う現象 をみ い だ した 。 カル シ ウム イ オ ン はす でに 述べ

た よ うに nNOS に と っ て活性化物 質で あ り 、 精製過程に お い て購イオ ン が失濡 を惹趨す

る と い う現象 は生体内に お ける何 らか の溝性調節機構 を反映 してい る もの と考 えられ た 。

当初 、 プ ロ テア
ーゼ に よ る分解 が も っ とも疑 われ たが 、この 失活現象 が可逆 的で あ るこ

とか ら否定 された 。 さ らに 、カル シ ウム イオンに対す る茂応性が酵素精製の ス テ ッ プ上

で変化す る こ とか ら、小 脳ホ モ ジ ェ ネ
ー

ト中に存在す る伺 らかの物質が酵素の寮定性に

関与 して い る もの と考え られた 。

　我々 は ウシ大脳 ホ モ ジ ェ ネ ー トを初発 材料 として 、 この 仮想物質を検索 し、nNOS を

安定化 し、喪失 したカ ル シ ウム応答性 を團復させ る物質 を得た 。
この 安定化物質 は 脂溶

性で あ り、か つ 耐熱性 で あ る 。 また 、ボス ホ リパ ーゼC処理に よ っ て活性 を消失 するこ

とか ら 、 リ ン 脂質の 一一種 であ る と考 え られた 。 そ こで 、二 次光薄層 ク ロ マ トグ ラフ ィ の

手法 を用 い 、該当する ス ポ ッ ト化合物 の検索 奄行な っ た 。 得 られ た化 合物の R髄 はボ ス

フ ァ チ ジル エ タ ノ
ール ア ミン の Flf憊 と一致 し、マ ス ス ペ ク トル 分析に よ り分子 量7ア5で

ある こ とが確認 され た 。 そ こ でホ ス フ ァ チ ジル エ タ ノ
ール ア ミン に韓 異 的に 結含す る ペ

プチ ド、 RoO9 ・0198 で この 物 質を処理 した とこ ろ 、nNOS を安定化 する活性が完全に 喪

失する こ とが示 され た 。 こ れ らの 結果か ら、nNOS に は リ ン脂質 、 生体膜 を介 し たカル

シ ウム 依存性 の活 性調節機構 があ るの で は ない か と現在考 えてい る 。
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