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要約

目的:内皮型NO合成酵紫(以下eNOS)はこれまで

様々な細胞の主主理的応答に関与することが報告されてき

たが，その細胞内輸送に関しては不明な点も多い。 eNOS

の細胞内挙動を調べるために，牛由来eNOSに緑蛍光

資白質(以下GFP)を融合させたプラスミドを 2種類

作成して COS7細胞内に導入，発現させ， GFP鵬eNOS

融合議白質の細胞内分布と酵素学的性質を調べた。

: eNOSのC末端に GFPを融合させた蛋白質

(以下GFPN3 -eNOS)は核の近傍に強い集積が認め

られたのに対して， eNOSのN末端に GFPを融合さ

せた蛋白質(以下GFPC 1 -eNOS)は核外の細胞質部

分に存在し GFPN3-eNOS様の集積は認められなかっ

た。低温下SDS-PAGEでは GFPN3-eNOSは二量体

形成が認められたのに対してGFPC1-eNOSは安定な

二量体形成は認められなかった。薄層クロマトグラフィー

法(TLC)を用いた NOS活性測定ではアルギニンか

らシトルリンへの変換比がGFPN3-eNOSで16.38土1.43

%. GFPCl吃NOSが 7.80士0.66%とGFPN3-eNOS

の活性は GFPCl-eNOSと比較して有意に高かった。

結論:eNOSのC末端に GFPを融合させると酵素

活性は維持され核の近傍に強い集積が認められたこと

から， eNOSの生理的な細胞内の状態を調べるのに適

切なモデルであるであると考えられた。一方， eNOS 

のN末端に GFPを融合させた場合は安定なニ最体形

成が認められず，このことによって細胞内問症に変化

を及ぼしていることが示唆された口

緒言

内皮型NO合成酵素(eNOS)はこれまで様々な細胞

キーワード:eNOS， GFP，細胞内分布，翻訳後修飾，
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の生理的応答に関与することが報告されてきた。しか

しながらその細胞内輸送に関しては不明な点も多い。

生現活性物質の生体内での動きを調べる方法として

緑色蛍光蛋白質 (GFP)をレポ…ター蛋白として用

いる方法が行われておりc1ーへこれまでに eNOSのC

米端に GFPを融合させたプラスミドを NIH3T3細胞

に導入，発現させると融合蛋白質はゴルジ体に限局し

て分布するという報告がなされている (5， 6)o

eNOSのN末端に GFPを融合させた蛋白

の細胞内分布や酔素学的性質はこれまで研究されてお

らず，両者聞の相違の有無，またその原因等は解明さ

れていない。

今回我々は 2種類 (N末端， C末端)の GFP-eNOS

融合蛋白質を COS7細胞に発現させ，その細胞内分

布と隣素学的性閣を検索した。

方法

①pEGFP-eNOSプラスミドの作成

図1に示すように p日GFPN3'P日GFPC1 (N-terminal， 

pEGFPN3・eNOS

pEGFPC1帽。NOS

GFP 11 

/ollga¥ 
I 37bp¥ 
Hind川 Slfl

..NOS CpS 

eNOS 

図1 p日GFPN3-eNOSとpEGFPCI -eNOSの模式関
eNOSのC末端及びN末端と各々の pEGFP
が融合蛋白質を形成するように作成した。

酵素活性
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C欄termina1 Enhanced Green F1uorescent Protein 

Vectors) (C1ontech， Pa1oA1to， USA)の2つのプラス

ミドに牛由来eNOScDNA clone (Emory大学David.

G. Harrison教授より供与)の codingsequenceを組

み込んだ。 pEGFPN3 -eNOSの作成は eNOSのC

端側の codingsequenceと融合議白質告作るように

した。まず 5¥ACAGGACATCCTGAGAAC-3'，

5¥CAGTGGATCCGGGACCAGGGGAGTCTGGTCC 

AGGTGGGT -3'をプライマーとして 95
0

C15秒， 55
0

C 

20秒， 72
0

C40秒， 30サイクルでPCRを行い eNOS

cDNAの3299番から 3647番を増岨した。この PCR

産物を pB1uescriptn KSファージミド (Stratagene，

La J olla， USA)にクローニング後T7プライマ

(5¥GT AAT ACG ACTCACT A T AGGGC-3') を用い

てシーケンシング安行い (ABI377削PRISM)，

手Ijに誤りのないことを確認した。次いで XhoI及び

BamHIで末端を処理し pEGFPN3に組み込んだ(以

下pEGFPN3♂CR)oPCR産物よりも上流側の eNOS

coding sewuenceはeNOScDN A clone由来のXhoI-

SalI断片を用い，それを p日GFPN3-PCRのXhoI，

SalIサイトに組み込んだ"。

pEGFPClのNOSの作成にはまずeNOS蛋自の 1

から 11番までのアミノ酸に相当するオリゴヌクレ

オチド (5二AGCTATGGGCAACTTGAAGAGTGTGGGCC

AGGAGCCA-3'(sense)， 5'-TGGCTCCTGGCCCACACTCT 

TCAAGTTGC CCAT-3'(antisense))を 6%尿素変性ポ

リアクリルアミドゲ、ルで、篭気泳動し，各々のオリゴヌ

クレオチドを回収した。これらのオリゴヌクレオチド

を加熱，冷却にで二本鎖lこした後， 15%ポリアクリル

アミドゲル竜気泳動を用いて二本鎖DNAIこ相当する

DNA哲三回収した。 eNOScDNA cloneを日coRIサ

イトで p日GFPC1に順;方向に導入したプラスミドを

作成し，このプラスミドの Hindill，SrfIサイトに精

製した合成二本鎖DNAを組み込んだ。各々のプラス

ミドに導入した eNOScoding sequenceとGFP部分

との frameが一致することはシ…ケンシングを行い

しfこO

@pEGFPωeNOSプラスミドの COS7細胞への導入，

発現

COS7細胞吾 10% FBS (Trace Scientific， Australia) 

合有DMEM(日水製薬，東京)培地中で培養し，約

70% confluentの段階で Effectene Transfection 

Reagent (Qiagen， Va1encia， USA)を用い GFPN3，

GFPN3-eNOS， GFPCl-eNOSの各々の融合蛋白質を

COS7細胞内に発現させた。

(40 ) 

③GFP-eNOS融合蛋白質の細胞内分布の観察

Transfection後 24時間の時点で蛍光顕微鏡下，青

色励起フィルター(日X450-490，DM505， BA520)を

聞い GFP町eNOS融合蛋白質の COS7細胞内における

しfニ。

⑨GFP-eNOS融合議白質の精製

Tansfection後48時間の時点で、0.05%trypsin， 0.02% 

EDTA入りPBSを用い， pEGFPN3-eNOS， pEGFPC) 

-eNOSでtransfectionした細胞を 10cmdish 1枚分

ずつ凹収し， trypsinを不活化後にベレッ卜を 25mM

TBS pH7.4 100μ1に浮遊させた。次いで蛍光プレー

トリーダ… (Biotek instruments社製FLx800)の

96穴透明プレートに細胞浮遊液5μlとTBS60μlを

加え， GFPの蛍光量を測定し相対融合蛋

した。次いで可溶化用緩衝液 (10%glycero1， 10 

mM CHAPS， 1mM PMSF， 2μM 1eupeptin， 1 μM 

pepstatin)に懸濁し超音波破砕機を用いて可溶化し

た。等量の相対融合蛍白量を含む上清を可溶化用緩衝

液で平衡化した 2'5'ADPSepharose (200μ1 )に加え

NOS を吸着させた。吸着後百~i容化用緩衝液 500μl で

2回洗浄後 20mMNADPH入り可格化問緩衝液

100μlで抽出し

⑤低温下SDS-PAGE

GFP-eNOS融合蛋白溶液に等容量の 2XSDS-PAGE 

用緩衝液 (O.lMTris-HC1 pH6.8， 4 % SDS， 8 % 

s -mercaptoethano1， 10% glycerol， 2mg/ml BPB) 

を加え泳動用サンプルを調整した。サンフ。ル混合時に

5分間

煮沸したサンプルと非加熱のサンプルとを作成し，低

漏下(4 OC) SDS-PAGE (separation gel 5%， 

stacking ge1 3%)を行った (8-)九泳動後nitrocellu削

10se membrane (Optitran BA-S 83， Sch1eicher & 

Schuell， Keene， USA)にsemi幽dryblottingし，乾

燥固定させた後に一次抗体としてウサギpo1yclona1抗体

CClontech， Pa1oAlto， USA)またはmousemonかclona1

meNOS抗体(BDTransduction Laboratories， Lexington， 

USA)そ用い，二次抗体以降の反応にVECTASTAINE1ite 

ABCキット(フナコシ，東京)，発色に DAB基質キッ

ト(フナコシ，東京)をそれぞれ用い， eNOS及びGFP

の検出を行った。また同様の方法で 2'5'ADPSepharose 

(Amersham Pharmacia Biotech， Buckinghamshire， 

UK)より抽出した溶液に対しでも SDS-PAGEを施

行し， NOS蛋白が回収されていることを確認した。



⑥GFP-eNOS融合選白質の酵素活性

GFP削eNOS融合蛋白質の酔索活性を arginineから

citrullineへの変換比で、測定した。 NOS反応用緩衝液

(50mM Tris-HCl pH7.4， 2.0mM NADPH， 1.0mM 

CaC12' 2 g/ml BH4' 50mM valine， 1.5mM ornithine， 

10mM CHAPS， 1μ114C arginine (300 mCijmmol以

上 50 Ci/ml， Amersham Pharmacia Biotech， 

Buckinghamshire， UK)) 20μl に2'5'ADPSepharose 

により溶出した液を 5μ111日え 370Cで酵素反応を 20

分行い， 70μlの100%メタノール添加により反応を

せた。また反応用緩衝液に lmML-NAMEあ

るいは 10mMEGTAを添加した条件での瞬素反応も

った。皮応液中の arginine，citrullineの分離並び

に定量は薄!菌クロマトグラフィー法(以下TLC)を

用いた(11，ヘ皮応後各サンプル与を TLCsheet (Merck， 

Darmstadt， Germany)に5μlずつ準備し乾蝿後，

展開溶棋としてアンモニア水，クロロホルム，メタノー

ル，蒸留水を 2: 0.5 : 4.5: 1で混合した溶液を用い

て展開した。展開後プレートを乾燥させ， BAS-MS 

imaging plate (富士フィルム)に一晩接触させた後

にBAS幽1500(富士フィルム)で読み取り， MacBAS 

(ver2.52)を用いて各サンプルの citrulline部分の RI

と全体の RI量を測定し， ci trullineへの変換率を

計算した。

⑦統計分析

GFP-eNOS融合蛋白質の酵素活性の測定には独立

した transfectionを3回行い，それぞれのサンプル

を3点で測定した。検定には分散分析 (ANOBA)の

post hoc testを用い，危険率5%を棄却域とした。

結果

2種頼の GFP-eNOS融合蛋白質の COS7細胞内で

の分布の相違

関2に示すように， eNOSのC末端に GFPを融合

させた蛋白質 (GFPN3-eNOS)は核の近傍に強L

積が認められたのに対して， eNOSのN末端に GFP

を融合させた蛋白質 (GFPC1-eNOS)は核外の細胞

に存在し GFPN3-eNOS様の集積は認められなか

った。 GFP単独では細胞全体が蛍光を持ち，

GFPωeNOS融合蛋白質のいずれとも異なった蛍光像

を示した。

② 2種類の GFP削eNOS 白質の二最体形成の相

図3に示すように， GFPN 3 -eNOSはSDS抵抗性

(41 ) 
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凶2 transfection24時間後の GFP“eNOS融合蛍白
質の COS7細胞内における蛍光像。
GFPNγeNOSは核の近傍に強い集積が認められ

たのに対して， GFPC 1 -eNOSは核外の細胞質に存在

しGFPN3-eNOS様の集積は認められなかった。 G

FP取独では細胞全体が蛍光を持つ像が認められた。

ーム例…GFP.eN08
終榊棚町 monomer 

正母N08
嚇卵管 行ionomer

ゃ守 弘パ jゃ h務総iれg

rat M.W."'.，...........GFPN3G子PC1
⑨GFPN3 aortam釘'ker'， ..'" -eN08格付08

図3 低温下 SDS剛削♂.PAGEによる GFP白白崎ゆ-e白

白質の二最体形成の有無の確認O

GFPN3-eNOSは二量体形成が認められたのに

対して， GFPC1-eNOSは安定な二畳体形成は認

められなかった。また泳動前の煮沸によってー

は解体され単量体となった。
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のご麓体形成が認められたのに対して， GFPC1 

-eNOSでは安定な二盤体形成は認められなかった。

泳動前の煮沸によってご掻体は見られなくなった。ま

たGFPN3噌NOS，GFPC1噌NOSのいずれの

も2'5'ADPSepharose抽出液中に認められ，樹

脂への吸着，回収率に差は認められなかった。

③2種類の GFP削eNOS

図4a，4bに示すように， arginineから citrulline

への変換本が GFPN同NOSで16.38こと1.43%，GFPCl 

eNOSが 7.80士0.66%と GFPN3-eNOSの活性は

GFPC1-eNOSと比較して有意に高かった O また

L-NAME， EGTA添加によって GFPN3-eNOSの変

それぞれ4.65土0.60%，4.52士0.33%と低下し，

NOS活性は抑制された。

蜘謝柵蜘 ~V~'WVV'W

議rginlne'"

糊働19蜘
伸絞殺

GFPN3 咽今
GFPNふeNOS捗吻や φ や

GFPC1噂NOS刷仇昨 相梢や今令
し純AME 梢般仲 争今

EGTA 制峨劇 陣争制約令

図4a 薄属クロマトフラフィ…法による citrulline， 
arginineの分額

，削幽崎、

肉、¥v 

20 

、-15
ω ..... 
何
‘酬
C 10 
o 
ω 
恥酬

ω 
〉
c 
O 
O 

。
G仲間+叩 叩加
GFPN3-eNOS叩++ +冊目制
GFPC1-eNOS -棚田畑++ + 
し-NAME ー+ー四+
EGγA ーー+ーー+

図4b arginineから citrullineへの変換率。
GFPN3-eNOSはGFPC1-eNOSと比較し
にNOS活性が高く，レNAM日， EGTA投与
によって活性は抑制された。(*pく0.01ANOVA 
post hoc test) 

(42 ) 

考娯

eNOSは他の蛋白質と問機に組問小胞体で mRNA

の情報を翻訳して合成される。しかし酵紫として

全な活性を持つためには a悦cy川la叫ti山on等のi趨趨切な翻訳

後{修臨飾が必必、嬰とされている紅(!日3払M川恥」必l防へ5

は細胞膜近{傍芳l比こ存在すると

り，この細胞内極症と翻訳後修飾との関係が示唆され

ている(16-2九 Liu (5)， Ro binson (22)らは， θNOSの場合，

N末端より 2番目の glycineのmyristoylationとN

端より 15番目及び 26番目の cysteineのpalmitoyla輪

tionが適切な細胞内分布に不可欠であると主躍して

いる O

また GFPN3 -eNOS， GFPCl則。NOSのいずれの融

も2'5'ADPS叩haroseへの吸着，回収率に

は認められなかったことから少なくとも eNOSの

NADPH domainは分子構溜が保たれており， GFP 

との融合議自質形成による NOS褒白の構造変化は大

きくないと考えられる。

今回の我々の実験では GFPN3-eNOSは核の近傍lこ

強い集積が認められたのに対して， GFPCぃeNOSは

核外の細胞質に存在し GFPN3-eNOS様の集積は認め

られなかった。また GFPN3-eNOSはSDS抵抗性の

ニ最体形成が認められたのに対して， GFPClのNOS

では安定な二最体形成は認められなかった。 eNOSは

となって初めて酔棄として活性を持つことはこ

れまでに報告されているが，二最体形成の有無が

eNOSの細胞内分布に影響を与えるか否かはこれまで

に報告がなし、二最体になれないことでゴルジ体等と

の相互作用に変化が生じ，その結果細胞内分布が変化

した可能性が有るが， この機序の全容解明は将来の課

題である O

GFPC1-NOSのご量体形成が抑制された理由とし

てGFPがeNOSのN末端に来ることによって匝接

二量体形成を抑制したのか，それとも溺切な翻訳後修

飾が阻害された結果，二議体形成が抑制されたのかは

確定できなかった。 Venemaらは eNOSの二最体形

成に必要なのはhemedomain聞の結合だけであって，

eNOSの完全な活性に必要不可欠な物賀である

calmodulinや BH4' または myristoyla tionは必要

ないと主張している(23)。今回の我々の結果は GFPが

eNOSのN末端に来ることによって hemedomain 

聞の結合が阻害されたことを示唆した。

eNOS-GFP融合蛋白質は NIH3T3細胞内でゴルジ

体マーカーである mannosidaseIIと同一部位に分布

したという報告が有り (5) 今回の GFPN3-eNOSの

COS7細胞内での核の近傍の強い集積はゴルジ体に有



ると考えられた。生理的な状態では eNOSはゴルジ

体で acylation後，細胞膜上の caveolaeに小胞輸送

され，そこで酵素として働くと言われている(24-33)。

また caveolaeに輸送されるためにはゴルジ体で

caveolin-1とeNOSが結合することが必要であると報

告されている(24-29，ぬ今回の場合COS7細胞内でGFPN3

-eNOSを過剰発現させたため， GFPN 3-eNOSに対す

るcaveolin-1等の因子が相対的に不足し caveolaeに

輸送できなかった GFPN3-eNOSがゴルジ体に蓄積し

たのが，蛍光顕微鏡で見られた核の近傍の強い集積で

あると示唆された。

GFPN3-eNOSはGFPC1-eNOSと比較して有意に

NOS活性が高くなった。この酵素活性は L-NAME，

EGTAによって有意に低下したことにより eNOSに

よるものと考えられた。また GFPN3-eNOS群は酵素

反応に必要な補酵素や基質を付加することにより強い

酵素反応が認められたことから，蓄積されているゴ‘ル

ジ体の中では機能を有する状態であると考えられた。

今回我々は 2種類の GFP-eNOS融合蛋白質の細胞

内分布及び酵素学的性質の相違を発見した。 eNOSの

C末端に GFPを融合させると酵素活性は維持され核

の近傍に強い集積が認められたことから eNOSの生

理的な細胞内の状態を観察するのに適切なモデ、ルで、あ

ると考えられた。一方 eNOSのN末端に GFPを融

合させた場合は安定な二量体形成が認められず，この

ことによって細胞内局在に変化を及ぼしていることが

示唆された。
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The endotherial nitric oxide synthase (eNOS) plays important roles in various physiological 

responses. It is suggested that enzymatic activity of eNOS is closely related to its 

localization and post廿'anslationalmodifications such as acylation. 

To investigate intracellular eNOS distribution between compartments in vivo， bovine eNOS 

gene was cloned into p日GFP(Enhanced Green Fluorescent Protein Vector) plasmids and 

transfected to COS7 cells. When GFP was located at the Nωterminus of eNOS (GFPC1-eNOS)， 

the fluorescence showed diffuse cytosolic distribution. On the other hand， when GFP was 

fused to C叩terminus(GFPN 3叶NOS)，the fluorescence showed its accumulation at perinuclear 

region. This perinucleus distribution pattern was compatible with a previous report that the 

eNOS was located on the Golgi complex in non stimulated cells. Low temperature 

SDS-PAGE showed that the GFPN 3 -eNOS formed dimer in vivo， but we didn't detect the 

dimer formation in GFPC l-eNOS transfected cells. Thin layer chromatography (TLC) showed 

that NOS activity of the GFPN 3のNOSwas significantly higher than that of the GFPC1 

-eNOS. 

GFPN 3 -eNOS is an suitable model for investigating physiological intracellular distribution 

of the eNOS because of high NOS value. lntracellular eNOS distribution of GFPC 1 -eNOS is 

different from that of GFPN 3舟NOSperhaps because the interaction between protein and 

membrane has changed due to suppression of dimer formation in GFPC l-eNOS 
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