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Summary

Nitric oxide (NO) is a free radical well recognized for its various physiological roles. Despite its importance, direct

detection of NO is difficult for its high reactivity with other substances especially in vivo, where NO is rapidly con-

verted to nitrosylhemoglobin and other oxidized species. In this study, we used NO-selective microelectrodes, which

are capable of real-time detection of NO, to quantify NO released from NOC7 and NO-aspirin, the latter being a new

type of NO-releasing drugs currently in clinical trial. NO was detected in in vitro experiments as well as in the liver

and kidney of ddY mice given both NO-releasing compounds. We also used ESR spectroscopy to determine the for-

mation of nitrosylhemoglobin in the blood of mice. 

一酸化窒素（NO）は多様な生理活性をもつフリーラジカルであり，様々な研究がなされてきている。特に内因性の

NOは血管弛緩因子（EDRF）の正体として1980年代に発見され以来，その血管弛緩作用をもとにした薬剤の開発が進め

られている1）。また，NOはその他多くの生理作用に関与する物質であり，胃消化管の調節因子として亜鉛などの微量

栄養素と関連性をもつことも知られている2）。生体内で重要な役割をもつNOは，フリーラジカルであるために半減期

が短く，他のフリーラジカルや金属と素早く反応するため，その直接的な検出は非常に困難である。特に生体内ではタ

ンパク質のSH基と結合し，ニトロソチオール化合物（RSNO）を形成することや，血液中のヘモグロビン（Hb）と素早

く反応し，ニトロシルヘモグロビン（NO-Hb）を形成することが知られている3）。この様なNOの代謝生成物も生理作用

に大きく関与することが知られているため，NOそのものの正確な定量が重要である。しかし，NOを測定するために

はその代謝生成物を測定する間接的な方法が一般的である4）。こうした中，NOに選択的な電極を用いた電極法はNOそ

のものをリアルタイムで計測できる最も有効な方法であると考えられている5）。我々はこの電極法を用い，NOドナー

であるNOC7の速度論的解析に基づくNOの新定量法を提案した6）。本研究では，この方法を in vivoに応用し，ddYマ

ウスの肝臓ならびに腎臓中のNO濃度をリアルタイムで定量することを試みた。

近年，非ステロイド性抗炎症薬（以下NSAIDs）にNO放出誘導基を結合したNO－NSAIDsの開発が欧米で活発に進

められている。このNO－NSAIDsは既存のNSAIDsより高い有効性をもつことが報告されているが，そのNO放出メカ

ニズムは未だ不明確な部分が多い7）。NO－NSAIDsは元のNSAIDとNO放出部位がエステル結合した形を有している。

このエステル結合は体内に多く分布するエステラーゼによる加水分解を受けて，NSAIDとNO放出部位に開裂する。

NSAIDはシクロオキシゲナーゼ阻害作用により薬効を発揮する一方，放出されたNOによって，シクロオキシゲナー

ゼ阻害により起こる胃粘膜傷害を抑制すると考えられている。NOの放出には様々なタンパクや金属が関与するとされ
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ているが，自発的に発生するという報告もあり，詳細は未だ不明確である7, 8）。本研究では，NO－NSAIDsの代表的化

合物であるNO－アスピリン（以下NO-asa）（Fig. 1）を用いて，電極法により in vitroならびに in vivoでNO放出メカニ

ズムの解明を試みた。

装置・実験方法

1．電極法

NOモニターには4チャンネル型のフリーラジカルアナライザーであるApollo 4000（World Precision Instruments社

製）とNO電極ISO－NOPF200（同様にWPI社製）を用いた。電極表面で以下の反応に伴う微小電流を検知することによ

り，NOを選択的に測定することが可能である5, 9）。

NO＋2H2O→NO3－＋4H
＋＋3e－

2．In vitro実験

NO電極をPBS（37℃）中に浸し，電流値が安定した後に0.11 MのNaOHに溶解した1-hydroxy-2-oxo-3-（N-methyl-3-

aminoethyl）-3-methyl-1-triazene（NOC7）を，終濃度が0.25，0.5，1，および2 µMとなるように加えた。NOC7はジア

ミンとNOが二分子結合した化学構造を有し，pHが高いほど安定した構造をとっている。pH 7.4のバッファー中に加

えると，プロトンと反応して一分子のNOC7から二分子のNOが自発的に放出する10）。NOC7から放出したNOに由来

する電流値の経時的変化から，最小二乗法により放出速度定数kgおよび消失速度定数kdを求め，Nakashimaらによる

計算式に代入し6），最高NO濃度（[NO]max）を求めた。[NO]maxと最大電流値（Currentmax）との相関性を求め，検量線を

作成した。

また，dimethyl sulfoxide（DMSO）に溶解したNO-asaを，終濃度が10，40，および80 µMとなるようPBS中に加え，

得られた電流値から放出されたNO濃度を定量した。なお，NO-asaを用いた実験では，0.2 U/mLのエステラーゼ（ブ

タ肝臓由来，Sigma社製）を予めPBS中に加えてから実験を行った。

3．In vivo実験

6－7週齢の雄性ddYマウスに50 mg/kgのペントバルビタールを腹腔内投与して麻酔をした後，保温パッド上で開腹

した。肝臓および腎臓中にNO電極を挿入し，電流値の変化を記録した。電流値が安定化した後，50，100，および200

µmol/kg体重のNOC7あるいは50，100，および200 mg/kg体重のNO-asaを尾静脈内に注射し，電流値の変化を記録し

た後にNO濃度を換算した。

4．ESR実験

ESR測定装置はJES RE1－X（JEOL社製）を用い，以下の条件でNOと血液中のHbが結合したNO-Hbスペクトルを

測定した。出力：5 mW，変調：100 kHz，変調幅：0.63 mT，掃引時間：4 分，応答時間：0.03 秒，磁場：330±30
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Fig. 1 Chemical structure of NO-aspirin (NO-asa).

［NO］max＝2［NOC7］0 kd

kg〔 〔 1－(kg/kd)
1 （kgはNOC7から放出されるNOの放出速度定数およびkdはNOの消失速度

定数である）
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mT，温度：77 K（液体窒素温度）

In vitro実験：終濃度が4 mMとなるようにNOC7をddYマウスから採った新鮮血液と混合し，経時的にスペクト

ルを観察した。In vivo実験：NOC7（200 µmol/kg体重）もしくはNO-asa（50 mg/kg体重）を投与したマウスの血

液を採り，経時的にスペクトルを観察した。

結果・考察

種々の濃度のNOC7から放出されたNOに由来する電流値の経時的変化を観察したところ，NOC7の濃度に依存して

Currentmaxが大きくなった。また，計算式により得られた[NO]max値とCurrentmax値をプロットしたところ，直線的な

相関性が得られたため（Currentmax＝7.752[NO]max＋0.275），これを検量線とし，[NO]max値を求めた。

同様の実験にNO-asaを用いてNO由来の電流値の経時的変化をモニタリングしたところ，NO-asaの終濃度に依存し

て最大電流値が大きくなった（Fig. 2A）。それぞれの最大電流値とNO-asaの終濃度との間にもよい直線性が得られ，

NO-asaの濃度に依存してNOが放出されていることを確認した（Fig. 2B）。NO-asaがNOを放出するにはエステラーゼ

による加水分解が必須である。そこで，NO-asaの濃度を一定にし，酵素量を変化させて電流値の経時的変化を観察し

た。その結果，NO-asaから放出されるNO量は，薬物濃度のみならずエステラーゼ量にも依存することが分かった。

NOC7をddYマウス尾静脈より投与し，肝臓および腎臓のNOレベルを経時的に観察した。両臓器共にNOC7投与量

に依存して[NO]max値が増加することが分かった（Fig. 3）。高濃度においては臓器間で有意な差がみられた。マウスの

臓器における血流量は，肝臓では1.8 ml/分であるのに対し，腎臓では1.3 ml/分である11）。臓器間でNOレベルが異な

ることは臓器の血流量による影響を受けるものと考えられるが，今後さらに検討する必要がある。同様にNO-asaを投

与し，肝臓および腎臓のNOレベルの経時的変化を観察し，それぞれの[NO]max値を比較したところ，両臓器共に投与

量に依存して[NO]max値が増加した（Fig. 3）。しかしNO-asaの場合，NOC7とは異なり，肝臓よりも腎臓中のNOレベ

ルが高く，特に200 mg/kg体重のときは有意に高いことがわかった。このため，NO-asaはNOC7とは異なる代謝反応

を受けていることが示唆された。NO-asaはNOを徐々に放出することが知られているため7），この動態がNO－レベル

の差に結びついたのではないかと考えられる。

次に，放出されたNOがHbと結合してできる特徴的なNO-HbのESRスペクトルが観察できるかどうかを検討した。

健常マウスの血液を心臓採血により採取後，NOC7溶液（終濃度：4 mM）と混合し，60分間37℃でインキュベーシ
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Fig. 2 (A) Time-dependent changes of currents due to NO released from 10, 40, and 80 µM of
NO-asa in PBS (37℃) containing 0.2 U/ml of esterase.
(B) Relationship between the Currentmax and the final concentration of NO-asa.
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ョンした後，液体窒素温度でESRスペクトルを測定した（Fig. 4A）。g＝2.01を中心に三本に分裂した超微細分裂（HFS）

構造を顕著に示した。この特徴的なスペクトルは5配位型のNO-Hbのスペクトルである12）。HFS構造の前後で大きな

スペクトルが検出できたが，これは6配位型のNO-Hbのスペクトルであり12），得られたサンプルは両配位型を含む

NO-Hbが形成されていることがわかった。また，200 µmol/kg体重のNOC7をマウス尾静脈内に投与した60分後に血

液を心臓採血により採取し，そのESRスペクトルを観察したところ，in vitroの場合と比較して5配位型に近いスペク

トルが現れた（Fig. 4A）。この5配位型および6配位型は，それぞれ静脈血および動脈血でみられるスペクトルであるこ

とが報告されているが14），今後検討が必要である。

続いて，電極法で用いた濃度の中で一番低い濃度である50 mg/kg体重のNO-asaをマウス尾静脈内に投与した120分

後に血液を心臓採血により採取し，ESRスペクトルを観察したところ，同様にHFS構造をもつスペクトルが観察された

（Fig. 4B）。このスペクトルはNOC7の in vitro実験と同様に5配位型のNO-Hbのスペクトルが優位であったため，NO-
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Fig. 3 Relationship between the dose of
NOC7 (50, 100, and 200 µmol/kg body
weight) or NO-asa (50, 100, and 200
mg/kg b.w.) and [NO]max level moni-
tored in the liver or kidney of ddY
mice
(● : [NO]max level in the liver after
administration of NOC7, ○ : [NO]max
level in the kidney after administra-
tion of NOC7, ▲: [NO]max level in the
liver after administration of NO-asa,
△: [NO]max level in the kidney after
administration of NO-asa)

Fig. 4 (A) (In vitro) ESR spectra of NOC7 incubated with fresh blood of ddY mice (final concentra-
tion: 4 mM) for 60 min, (In vitro) ESR spectra of blood from ddY mice at 60 min. after i.v.
injection of NOC7 (200 µmol/kg b.w.)
(B) ESR spectra of blood of ddY mice at 120 min. after i.v. injection of NO-asa (50 mg/kg b.w.)
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asaを投与した動物の血液中でNOが遊離し，ヘモグロビンと結合してNO-Hbを形成しているが，NOC7とは異なる動

態でNOが放出されていることが示唆された。NO-Hbの配位様式の違いはNO濃度に依存していることも考えられる。

今後，より詳細に検討する予定である。
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