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　一酸化窒素（nitric oxide: NO）は，生体内において種々

の細胞から産生されるガス状のラジカルであり，L-argin-

ine（Arg）がNO産生酵素（NO synthase: NOS）のホモダ

イマーによりNADPH依存性に酸化され，L-citrullineに変

換される過程で生成される 1,  2）．NOS には，神経型

（neuronal，nNOS），誘導型（inducible，iNOS），内皮型

（endothelial，eNOS）の3つのアイソフォームがある1, 2）．

nNOSと eNOS は主として構成的に発現し，その活性は

Ca2+ 依存性 calmodulinにより調整されており，神経伝達

や血管トーヌスの調節など生理的な役割を担っている1）．

一方，iNOSは種々のタイプの細胞において，感染や炎症

などにより誘導されたinterferon-γ（IFNγ），interleukin-1

（IL-1），tumor necrosis factor-α（TNF-α）などのメディ

エーターにより転写レベルでその発現が誘導され，産生

された多量のNOは生体防御機構を活性化する一方，細

胞障害を引き起こす3, 4）．iNOSの持続的な発現によるNO

の過剰産生は，敗血症や関節リウマチなど，さまざまな

炎症性疾患や自己免疫疾患で認められ，その発症・増悪

に深く関係していると考えられている5-8）．

　これらの疾患の治療薬をめざして，NOの産生を阻害す

る薬物が開発されてきた．Hobbsらは1），NO阻害薬を作

用機作から（1）細胞内へのArgの取り込みを阻害しNOS

の基質を枯渇させる薬物，（2）NOS がArgの酸化触媒作

用を行うために必要なコファクターの供給を減少させる

薬物，（3）NADPH/Flavin類を介した電子の流れを阻害す

る薬物，（4）NOS発現を阻害する薬物，（5）NOSへの基

質の結合を阻害する薬物，（6）NOのスカベンジャーに分

類している．これらに加えて，最近になりiNOSの酵素活

性に必須なホモダイマー形成をターゲットとする新しい

タイプのNO産生阻害薬が登場した9-11）．
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　本稿では， iNOS阻害薬，とくにiNOSダイマー形成阻害

薬とその治療への応用について概説する．

iNOSのダイマー形成とその酵素活性発現
　NOSは，モノマーではNOS活性を示さず，ホモダイマー

を形成して初めてNO を産生することが知られている12-

14）．すなわち，図1に示すように，モノマーサブユニット

は，NADPH，FAD，FMNおよびcalmodulin結合部位のあ

るC 末側の reductase domain と heme，tetrahydobiopterin

（H4B）およびArg結合部位のある N末側のoxygenase do-

mainで構成されている．そのダイマー形成はhemeの挿入

により開始され，これが急速なconformational changeを引

き起こす12-14）．Heme含有NOSモノマーはダイマー形成の

中間物質であり，H4BとArgの存在により安定化し活性な

ダイマーとなる12, 15）．触媒中の電子の流れは，一つのモノ

マーのreductase domainからもう一方のモノマーのoxyge-

nase domain へ起こるため，NOSの完全に共役した酵素活

性にはダイマー形成が必須である16）．

　iNOSのダイマー形成はoxygenase domain部分のみであ

るのに対し17），eNOSとnNOSではoxygenase domainのhead-

to-head interactionのみならず，reductase domainのtail-to-tail

interactionと両domain間のhead-to-tail interactionも関わっ

ていることが示唆されている18）．さらに，oxygenase do-

main部分のダイマー形成様式も，iNOSとその他のアイソ

フォームでは異なるため19），ここをターゲットとする阻害

薬は高いアイソフォーム特異性が期待される．

　1999 年に Sennequier らは，imidazole 系抗真菌薬の

clotrinazoleとmiconazoleがiNOSのダイマー形成を阻害す

ることを初めて報告し9），その翌年，McMillan らは pyri-

midine imidazoleコアを有する化合物群を基にcombinatorial

chemistryを用いて，強力なiNOSダイマー形成阻害薬を見

い出したことを報告している10）．筆者らの見い出したiNOS

ダイマー形成阻害薬PPA250もまたimidazole化合物であり
11），他の骨格のものは今のところ見つかっていない（図2）．

iNOSダイマー形成阻害薬の分子機構
　iNOSダイマー形成阻害薬は，iNOSダイマーの酵素活性

を直接阻害せず，iNOSモノマーがダイマーを形成する過

程を阻害することによりNO産生を抑制する．

　図3Aに示すように，マウスのマクロファージ細胞株で

あるRAW 264.7細胞のLPS/IFNγ刺激により誘導された

iNOSタンパク質は，SDS-PAGE（未熱変性）によりモノ

マーとダイマーに分離され， PPA250は用量依存的にダイ

マー量を減少させたが，図3Bに示すように変性条件下で

検出されるiNOSタンパク質の総発現量には影響を及ぼさ

なかった11）． PPA250はダイマー形成阻害を示す濃度にお

いて，刺激RAW 264.7細胞からのNO産生を阻害し，その

IC50 は 82 nMであった11）．

図1 NOSダイマーの模式図（Stuehr DJより2）

一部改変）．
Arg:  L-arg in ine,  CaM: calmodul in ,  H4B:
tetrahydrobiopterin, Fe3+: heme

図 2 iNOSダイマー形成阻害薬の化学構造式．
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　McMillanらは10）， LPS/IFNγ刺激RAW 264.7細胞のcell

lysateをゲルろ過でiNOSのモノマーとダイマーに分離し，

Compound 2処理によりダイマー形成が阻害されることを

示した．その分子機構として，結晶解析の結果より，Com-

pound 2がiNOSモノマーのhemeに配位結合してモノマー

間の相互作用を立体的に妨害し，さらに安定な iNOS

monomer-heme-inhibitor complexを形成して，非可逆的にダ

イマー形成を抑制することを報告している（図4）10, 20）．

PPA250に関しては、分子レベルでの作用機作は未検討で

あるが，同様のことが考えられる．また、Compound 2の

ヒトグリア芽細胞腫のA-172に対するNO産生阻害のIC50

は 0.6 nMであった．PPA250およびCompound 2のNO産

生阻害作用は，iNOS 阻害薬のNG-monomethyl-L-arginine

（L-NMMA）と比較して500倍以上強かった10, 11）．

　iNOSは炎症時にのみ誘導されるため，iNOSダイマー形

成阻害薬は構成的に発現している他のNOSアイソフォー

ムには影響しにくいと考えられるが，近年，eNOS やnNOS

も誘導されるという報告もあり21, 22），治療薬として長期的

に用いることを想定すると生理的役割を担っている他の

NOS アイソフォームには影響しないものが望ましい．

Compound 2はNOS過剰発現細胞を用いた実験結果より，

NOの産生を抑制する濃度はeNOSと比較すると1000倍，

nNOSとは5倍の差があり，iNOS特異性が高い10）．一方，

PPA250のアイソフォーム特異性については検討中である．

iNOSダイマー形成阻害薬の
NO関連疾患に対する治療効果
　関節リウマチや変形性関節炎患者の滑膜細胞および軟骨

細胞ではiNOS mRNAやタンパク質の発現が認められ5-7），

滑膜液中でNOの安定な酸化物の一つであるnitrite濃度が

上昇していることから5, 7），NOはこれらの疾患の発症と増

悪に関連していると考えられている．

　筆者らは，関節リウマチモデルであるコラーゲン誘発関

節炎マウスを用いてPPA250の治療効果を検討した．マウ

図3 PPA250の作用はiNOSダイマー形成を阻害する．
RAW264.7 細胞をIFNγとLPSで刺激すると同時に薬物処理して18時間培養後，細胞融解
試料を熱変性せずに（A），あるいは熱変性後に（B），ウェスタンブロット法で解析した．
CHX: cycloheximide

図 4 imidazole誘導体によるiNOSダイマー形成阻害モデル．
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スにⅡ型コラーゲンを免疫した21日後に追加免疫を行い，

さらに7日後に関節炎の発症が認められたマウスを選別，

群分けし，PPA250の10あるいは30 mg/kgを1日1回経口

投与した．その結果，図5に示すようにPPA250は炎症ス

コアを改善した．さらに，別の関節リウマチモデルである

アジュバント関節炎ラットに対しても，PPA250の治療効

果が認められている11）．

　これらの動物モデルにおいては，関節炎の発症に伴い

iNOSの誘導とNO産生が認められるが23-27），NOSへの基

質の結合を阻害するL-NMMAやNG-nitro-L-arginine methyl

esterなどのiNOS阻害薬は，これらのモデルに対して予防

効果を示すが23-25, 27），一部有効とする報告もあるものの，

治療的投与は無効である23, 27）．PPA250が iNOSダイマー

形成阻害作用以外に，これらのモデルの発症・増悪に関連

したIL-1やTNF-αなど，他の因子に対する作用も有する

か否かについては現在のところ不明であるが，iNOSダイ

マー形成阻害というメカニズムの違いが有利に作用した可

能性も考えられる．なお，関節炎モデルに対するCompound

2の効果は報告されていない．

　さらに，iNOS ノックアウトマウスがエンドトキシン

（LPS）による致死に対して抵抗性を示すことから28），敗

血性ショックもまたiNOSが関連していると考えられてい

る疾患の一つである．事実，敗血症患者や動物モデルにお

いて，NOの酸化物であるnitrateの血清レベルが上昇して

おり8, 30），L-NMMAなどのiNOS阻害薬により敗血症患者

やラットにおける低血圧症が改善され1, 29），LPSによるマ

ウスの致死も抑制される30）． PPA250の経口投与やCom-

pound 2の腹腔内投与もまた，敗血症マウスの血清NO上

昇に対して抑制効果を示した10, 11）．

　Compound 2は，in vitroでの iNOS活性阻害は強いもの

の，経口投与での有効性が不明のため，経口投与で有効な

PPA250の方が臨床治験実施には一歩進んでいると言えよ

う．

おわりに
　本稿では，iNOSの酵素活性に必須なダイマー形成を抑

制することによりマクロファージからのNO産生を抑制す

るiNOSダイマー形成阻害薬を紹介し，さらに，iNOSダイ

マー形成阻害薬のPPA250が実験的関節炎モデルに対して

治療効果があったことを示した．しかし，炎症部位で誘導

された iNOS がどの程度ダイマーとして存在しているの

か，阻害薬の投与により増加したiNOSモノマーはその後

どうなるのか，投与中止時や飲み忘れ時のリバウンド作用

は激しいものではないかなど，不明な点も多く，その詳細

な解析が必要であろう．

　NOの過剰産生は，敗血症・関節リウマチの他にも，出

血性ショック・全身性エリテマトーデス・シェーグレン症

候群・血管炎・変形性関節炎・乾癬・接触性皮膚炎などの

疾患で認められる1, 3, 5-8）．iNOSダイマー形成阻害薬はNO

関連疾患に対する治療薬として期待されると同時にiNOS

ダイマー形成の分子機構を解明する上でも有用なツールに

なると考えられ，今後の研究の進展が強く望まれる．
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