
緒 言

慢性腎障害における共通の進行促進要因の一つは糸球体

硬化であり その進展抑制には一酸化窒素( )が重要

な役割を果たしていると考えられている 。われわれはす

でに糸球体硬化モデルである /腎摘ラットに対して

供与体となりうる薬剤(ニプラジロール)を用いて

産生が糸球体硬化の抑制や蛋白尿の減少に関与してい

ることを明らかにした 。従来 合成酵素の基質であ

る -アルギニンは を上昇させるという推測のもとに

糸球体硬化をはじめとする種々の腎疾患モデルでの効果が

検討されてきたが に示すように 必ずしも -

アルギニンの尿蛋白 血圧 糸球体硬化に対する効果は一

定ではない。
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その原因として 従来の報告ではラットの種 腎疾患モ

デルや -アルギニンの投与量が報告者により異なってい

るためと考えられる。 ら は /腎摘 -

ラットに -アルギニン水を投与すること

により尿中 代謝物排泄量の増加とともに尿蛋白 血

圧の低下を ら は /腎摘 - ラッ

トに -アルギニン水を投与することにより 血圧の

低下を報告している。一方 らは -

ラットに -アルギニン水を投与することにより尿

中 代謝物排泄量が増加するとともに血圧は低下する

が 尿蛋白は増加するとし らは -腎炎ラッ

トに対し -アルギニン水を投与することにより尿

蛋白は増加するが 血圧は変化しないと報告している 。

以上のように 経口的 -アルギニン投与の腎に対する

作用については定見がない。そこで本研究では -アル

ギニンの腎糸球体硬化に対する作用の用量の影響を検討す

るため 糸球体硬化モデルである /腎摘ラット におい

て 用量の -アルギニンを負荷し 各群で平均血圧 尿

中尿素窒素 尿蛋白 腎機能 尿中 代謝物および

( ) 血中および尿中 -アルギニンを測

定するとともに 糸球体硬化 間質の線維化に対する -

アルギニンの効果を比較検討した。また 同時に 合

成酵素( )産生を阻害することにより 産生量を低

下させ 腎不全患者の高血圧に関与すると報告されてい

る 血中 ( )濃度を測

定し比較検討を行った。

材料および方法

/腎摘ラットの作成

体重約 週 齢 雄 性 - ラット

(チャールスリバー )において ペントバル

ビタール / (大日本製薬 )麻酔下( )

に 左腎動脈上 中 下枝 本のうち 上下枝 本に対

し マイクロサージェリー用の持針器を使用し -針付

き絹糸(血管丸針 松田医科工業(株) )にて

目標血管を結紮した。さらに 週間後 右腎を全摘し /

腎摘ラットを作成した。また 同時に両腎を露出後被膜の

みを切開したシャム群(＝ )を作成した。

実験方法

/腎摘ラット作成 週後 群に分け 群は -アルギ

ニン非投与群(＝ 以下 (－)群)とし 残りの 群

に -アルギニン / / (＝ 以下 群)

/ / (＝ 以下 群) / / (＝

以下 群)を投与し 週間飼育観察した。 -ア

ルギニンは 日に摂取させた飼料 (日本クレア社

)( -蛋白： (アミノ酸組成成分中

- 含量 / ) ： ： )中に

各々の量を混入した。飲水は にて自由に摂取さ

せ 飼料が完全に摂取されたことを毎日朝 時に確認し

た。また シャム群においても (－)群と同様の飼料

を摂取させ 週間飼育観察した。

検査項目ならびに測定方法

体重 平均血圧を薬剤投与前および投与後 週間毎に測

定し 同時に 時間の採尿を行った。血圧は平均血圧を

法(吉田製作所 - )により

回連続で測定しその最高 最低を除いた近似する 回の平

均値を用いた。採尿は代謝ゲージに 時間慣らした後

次の 時間における尿を採取した。採血は実験開始 週

間後 屠殺時に行った。

尿中蛋白濃度はビューレット法 尿中尿素濃度はウレ

アーゼ 法により また 血液尿素窒素 血漿クレア

チニンを自動分析装置( )

を用いて測定した。尿中 濃度は 法(

［ ］ )にて測定した。

尿中 代謝物濃度は宮武らの方法 により

( - -

)を用いて吸光度計を伴う 法により測

定した。

尿中 血中の -アルギニン濃度は らの方法

を一部変更した 法によった。すなわち

により前処置の後 逆相カラム( -

)により抽出し 蛍光検出器を伴

う 法により定量した。(
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Model  
L-ARG

(%)
NO  UP MBP

 

Ashab I et al. 5/6NX SD 0.125 ↑↑ ↓↓ ↓↓

Kato T et al. 5/6NX MW 1 N/A N/A ↓

Alvaro A et al. Diabetic SD
 

Control SD

1

1

↓↓

↑

↓↓

↑

↓

↓

Narita I et al. GN SD 1.5 N/A ↑↑ →

SD：Sprague-Dawley rats,MW：Munich-Wistar rats,GN：

glomerulonephritis,N/A：not available,NO：nitric oxide,

UP：urine protein,MBP：mean blood pressure,L-ARG：L-

arginine.L-ARG was administrated in drinking water.



)。

血中の 濃度も による前処置を

行った後 法( -

)により定量した。本法では -アルギニン測定用の

前処置液中の の代わりに を

用いた。血漿を で除蛋白したのち前処置液ととも

に撹拌し 分間の反応後 逆相カラム(

)により分離抽出し定量した。

糸球体濾過量および腎血液量の測定

薬剤投与 週後に頸動脈 頸静脈および膀胱にカ

ニューレ( ：

)を挿入した。頸静脈カテーテルより / イヌ

リン( - )および

/ パラアミノ馬尿酸ソーダ(第一製薬

)を生理食塩水と保存血漿を ： で混合した溶液に

溶解し / で 分間持続注入した。その間注入開

始 分後に 頸動脈カテーテルより採血し 同量を

保存血漿により補い 採尿を開始した。次に 分間の採

尿終了後 頸動脈より採血を行った。血液および尿サンプ

ルは 過塩素酸により除蛋白を行い 以下の測定に供し

た。血中および尿中イヌリン濃度をアンスロン法 によ

り また パラアミノ馬尿酸濃度を腎血漿流量測定用試薬

キット(石津製薬 )を用いて測定し それぞ

れのクリアランス値を腎重量で補正し糸球体濾過値および

腎血漿流量を求めた。

糸球体硬化指数 間質線維化比率の測定

クリアランス計測のための採血 採尿後脱血屠殺し 残

存腎を取り出しホルマリン固定した。固定した腎の ×

切片を作成 染色後 糸球体を

光学顕微鏡 倍にて観察した。糸球体は らの方

法 に準じ 本実験と関係のない 人が別個に同一のプ

レパラート上の 個の糸球体を硬化の程度により 硬化

のないものを 度 硬化の程度が ％以下のものを 度

～ のものを 度 ～ のものを 度 以上

のものを 度と分類して数値化し その平均値を糸球体硬

化指数( )とした。間質の線維化は 腎切片を

染色後 腎組織を光学顕微鏡 倍にて観察し

画像解析装置( )を用

いて糸球体 大血管を除く青染した面積を 視野におい

て測定し その平均値を間質線維化面積とし 次に糸球

体 大血管を除く間質線維化面積の全面積に対する比を間

質線維化比率( )とした。

統計計算

各群間の比較は (

)を用い の方法により多重解析を行い

＜ を有意とした。すべての統計は /腎摘した動

物のなかで比較を行い シャム群を参照値とした。

結 果

) 体重および尿量の変化

体重は -アルギニン投与開始 週から 週まで経時的

に増加したが 全群間に有意差はみられなかった。実験開

始 週後の尿量については (－)群に比し

群において有意の低下を 群において有意

の増加を認めた( )。
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Body weight（g)

Before  After
 
Urine volume（m/day)

Before  After
 

ARG（－) 195±13 337±4 32.4±1.6 30.3±2.1

0.2g ARG 200±13 349±5 30.7±1.9 24.6±1.4

1g ARG 183±12 351±14 33.0±2.4 29.5±2.0

2g ARG 186±17 354±7 32.1±1.7 35.9±2.1

SHAM 233±16 352±6 14.7±1.6 21.5±0.7

significantly different from5/6NX（p＜0.05),

significantly different from0.2g ARG（p＜0.05)

-

（

)

Values are means±SE of6,6,6,6and6rats in groups5/6

NX,0.2g ARG,1g ARG,2g ARG,and SHAM respectively.

p＜0.05, p＜0.01,significantly different.



) 血圧 尿蛋白量および尿中尿素窒素排泄量

実験開始 週後の平均血圧については (－)群に

比し 群 群では血圧は有意に低下した

が 群では有意な変化はみられなかった( )。

また 日尿蛋白量については (－)群に比し

群において有意な減少を 群では有意

な増加を認めた。 群では有意な変化は認めな

かった( )。

実験開始 週後の 日尿中尿素窒素排泄量については

(－)群に比し 群では有意な増加を認めた

が 他の群では有意な差は認めなかった( )。

) 尿中 代謝物排泄量および 排泄量

実験開始 週後の尿中 代謝物排泄量は (－)

群に比し 群で有意に増加したが 群

群では有意の変化はみられなかった。

群との比較では 群 群において各々有

意な低下を認めた( )。

実験開始 週後の 群の尿中 排泄量

は (－)群および 群と比較して有意な増加

を認めた。なお 群を除く 群間に有意差は認

-

（ )

Values are means±SE of6,6,6,6and6rats in groups5/6

NX,0.2g ARG,1g ARG,2g ARG,and SHAM respectively.

p＜0.05, p＜0.01,significantly different.

-

（

)

Values are means±SE of6,6,6,6and6rats in groups5/6

NX,0.2g ARG,2g ARG,and SHAM respectively.

p＜0.05, p＜0.01,significantly different.

-

＋ （

)

Values are means±SE of6,6,6,6and6rats in groups5/6

NX,0.2g ARG,1g ARG,2g ARG,and SHAM respectively.

p＜0.05, p＜0.01,significantly different.

-

（ )

Values are means±SE of6,6,6,6and6rats in groups5/6

NX,0.2g ARG,1g ARG,2g ARG,and SHAM respectively.

p＜0.05, p＜0.01,significantly different.
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めなかった( )。

) 腎重量および腎機能

残存腎重量は (－)群に比し 群で低下傾

向がみられたが有意差はなかった。 群

では逆に増加傾向が認められた。 群に比較する

と 群 群両群で増加し 特に

群では有意な増加を認めた。

実験開始 週後に測定した糸球体濾過量 腎血漿流量

は (－)群に比し 群において有意に増加

し 血液尿素窒素 血漿クレアチニンは有意に低下した。

群では (－)群に比し糸球体濾過値 腎血漿

流量の低下および血液尿素窒素 血漿クレアチニンの上昇

が認められ 群とは逆の結果を示した( )。

) 糸球体硬化指数 ( )および間質線維化比率

( )

実験開始 週後において および は (－)

群に比し 群において有意な減少を認めた。し

かし 群 群両群では増加し 特に

群では有意な増加を認めた( )。

) 血中および尿中の -アルギニン濃度

薬剤投与 週後に測定した血中および尿中の -アルギ

ニン濃度は (－)群に比し 群では有意差

はなかったが 両群では各々有意な増

加を認めた( )。

) 血中 濃度

実験開始 週後に測定した血中の 濃度は

-

（ )

KW  GFR  RPF  BUN  CRN
 

ARG(－) 1.70±0.08 349±46 1,221±119 38.2±0.9 1.07±0.03

0.2g ARG 1.58±0.13 510±55 1,887±159 31.3±1.9 0.85±0.06

1g ARG 1.85±0.18 337±69 911±141 38.7±1.5 0.97±0.09

2g ARG 1.98±0.03 306±61 852±147 42.3±3.1 1.15±0.02

SHAM 1.27±0.03 714±24 2,527±396 17.8±1.2 0.46±0.02

Abbreviations：KW：kidney weight（g),GFR：glomerular filtration rate（μ/min/g
 

kidney wt),RPF：renal plasma flow（μ/min/g kidney wt),BUN：blood urea nitrogen

（mg/d),CRN：creatinine（mg/d). significantly different from5/6NX（p＜0.05),

significantly different from0.2g ARG（p＜0.05), significantly different from

0.2g ARG（p＜0.01)

-

（

)

Values are means±SE of6,6,6,6and6rats in groups5/6

NX,0.2g ARG,1g ARG,2g ARG,and SHAM respectively.

p＜0.05, p＜0.01,significantly different.

-

（ )

Values are means±SE of5,5,5,5and5rats in groups5/6

NX,0.2g ARG,1g ARG,2g ARG,and SHAM respectively.

p＜0.01,significantly different.
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(－)群に比し 群では有意な低下を認めた。ま

た 群に比し 群 群両群で

は各々有意な増加を認めた( )。

) シャムラットと /腎摘ラットの比較

シャム群でも同様の検討を行ったが 従来の報告と同様

に /腎摘群ではシャム群に比し尿中 代謝物の低下

尿蛋白の増加および血圧の上昇を示すとともに 糸球体硬

化および間質線維化の促進を認めた 。

考 察

従来の多くの研究では -アルギニンは 合成の基質

とされ -アルギニン投与による 産生増加が腎に対

して保護的に作用するという考えが一般的であったが

に示すように腎障害モデルでの種々の -アルギ

ニンの効果は必ずしも一定ではない。これはラットの種

投与量 腎障害モデルの違いとともに -アルギニンが

産生以外に多くの代謝系を有するために生じると考え

られる。すなわち -アルギニンは生体内において核酸

および蛋白の主要な成分であるほか プロリン ポリアミ

ン クレアチン アグマチンなどへの変換や 尿素サイク

ルの中間体として肝での尿素生成にかかわるなど 生体の

物質代謝に重要な役割を果たしており またその生理活性

としては 成長ホルモン インスリン グルカゴン 内因

性ステロイドなどのホルモン誘導に関与することが知られ

ている 。そこで本研究では 糸球体硬化モデルである

/腎摘ラットにおいて 用量( / / )の

-アルギニンを投与し 各条件下で平均血圧 尿中尿素

窒素 尿蛋白 腎機能 尿中 代謝物 尿中 排

泄量 尿中および血中 -アルギニン 血中 とと

もに糸球体硬化 間質の線維化を測定し 糸球体硬化モデ

ルでの -アルギニンの用量依存性効果を検討した。

以前の研究の多くは -アルギニンの投与法は飲水に

溶解し 自由飲水させている。しかしこの投与法では

各々のラットに投与される -アルギニンの量に差が生じ

-

（ )

Values are means±SE of6,6,6,6and6rats in groups5/6

NX,0.2g ARG,1g ARG,2g ARG,and SHAM respectively.

p＜0.05, p＜0.01,significantly different.

-

- （

)

Values are means±SE of6,6,6,6and6rats in groups5/6

NX,0.2g ARG,2g ARG,1g ARG,and SHAM respectively.

p＜0.05, p＜0.01,significantly different.

-

（

)

Values are means±SE of6,6,6,6and6rats in groups5/6

NX,0.2g ARG,1g ARG,2g ARG,and SHAM respectively.

p＜0.05, p＜0.01,significantly different.
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ている可能性があるため 本研究ではラットを一匹ずつ独

立したケージで飼育し 日にラットが確実に摂取できる

飼料 中に 用量の -アルギニンを混入し摂取させる

ことにより 毎日確実に一定量の -アルギニンをラット

に負荷する方法をとった。そして 今回用いた -アルギ

ニン投与量を他の研究のそれと比較するため 日飲水量を

(予備実験における平均 日飲水量)と仮定すると

群 群 群は各々

-アルギニン投与に相当すると考えられる。

外因性に負荷された -アルギニンは尿素サイクルに入

ると アルギナーゼにより分解され尿素を産生し その後

オルニチン シトルリンへと代謝される。一方 を産

生する系は 合成酵素( )により とシトルリン

が合成される 。今回の成績では (－)群に比し

群で 日尿中尿素窒素排泄量は有意に増加し 血液

尿素窒素は変化を認めなかった。一方 群では

血液尿素窒素は有意に低下し 日尿中尿素窒素排泄量は

変化を認めなかった。このことより 尿素サイクルを介し

た -アルギニンの消費は 群でほとんど認めら

れないのに対して 群では有意に大であること

が示唆された。

今回の検討において 群では (－)群に

比し尿蛋白を低下させるとともに尿中 代謝物および

尿中 を増加させ 糸球体硬化や間質の線維化およ

び腎機能を改善する作用を持ち 逆に 群では

(－)群に比し尿蛋白が増加し 尿中 代謝物およ

び尿中 の有意な上昇は認められず 糸球体硬化や

間質の線維化および腎機能は悪化することが明らかとなっ

た。

持続的な全身性の血圧の上昇は糸球体高血圧を引き起こ

し その結果糸球体硬化を促進させる 。 /腎摘モデル

での -アルギニン投与時の血圧については低下するとす

る成績が多く その機序として -アルギニン投与によ

り産生された が を増加させ 血管拡張を引き

起こすことにより血圧を低下させると考えられている 。

しかし らは - ラットにおいて

-アルギニン水の投与により血圧の変化はみられなかっ

たとし また らも糸球体腎炎誘発後の -

ラットにおいて -アルギニン水の投与に

より血圧の変化はみられなかったと報告している 。この

ような成績の差異には実験に供したラットの種 腎疾患モ

デル -アルギニンの投与量 投与期間の違いなど様々

な要因が関与していると思われる。同一モデルを用い 同

一観察期間に種々の濃度の -アルギニンを投与し 血圧

を測定し比較検討した成績は本研究が初めてであり その

結果 (－)群に比し 群( -アルギ

ニン水投与に相当) 群( -アルギニン水

投与に相当)では血圧は低下し 群( -ア

ルギニン水投与に相当)では血圧に変化はみられなかった。

また -アルギニンを投与した 群間においては

群 群 群の順に血圧は上昇し

逆に尿中 代謝物排泄量および尿中 排泄量は低

下した。このことより -アルギニン投与量の違いによ

る 産生量の相違が血圧に影響していることが

示唆された。

糸球体硬化を含む腎実質の障害は 蛋白尿発現の原因の

一つとなっている 。 /腎摘ラットにおける -アルギ

ニン投与群の尿蛋白排泄量および糸球体濾過量 腎血漿流

量については らは 週間 -アルギニン水

を投与した結果 糸球体濾過量は増加し尿蛋白排泄量は低

下すると報告している 。 らは 週間 -アルギ

ニン水を投与した結果 糸球体濾過量 腎血漿流量は増加

するが 尿蛋白排泄量は変化しないと報告している 。わ

れわれの成績では 群( -アルギニン水

投与に相当)においては糸球体濾過量 腎血漿流量は増加

し 一方 尿蛋白排泄量は低下し らの報告を支

持するものとなったが 群( -アルギニン

水投与に相当)では糸球体濾過量 腎血漿流量は減少し尿

蛋白排泄量は増加しており らの報告と一致しな

かった。同じモデルにおいて異なる結果となった理由とし

て実験期間の相違が一因と考えられる。このことより /

腎摘ラットの作成後 -アルギニンを投与し 週間

と 週間での腎組織の障害の程度が異なっている可能性

があり この程度の違いにより尿蛋白排泄量および糸球体

濾過量 腎血漿流量の値に相違が生じた可能性を考慮する

必要がある。

用量の -アルギニンを用いた腎の組織学的変化では

群( -アルギニン水投与に相当)では

(－)群に比し糸球体硬化指数 間質線維化比率の低

下がみられた。 群( -アルギニン水投与に

相当)では (－)群に比し 糸球体硬化指数 間質線

維化比率は上昇した。そして尿中 代謝物排泄量と糸

球体硬化指数および間質線維化比率との間に有意な負の相

関関係が認められ( ) 産生の増加に伴い糸

球体硬化および間質の線維化が抑制されたことが示唆され

た。
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糸球体硬化の進行については 腎障害により機能ネフロ

ンが減少すると糸球体高血圧 糸球体過剰灌流 糸球体肥

大 上皮細胞傷害 毛細血管での血栓形成 マクロファー

ジの浸潤などが起こり これらの変化が細胞増殖や基質の

増加を引き起こし さらに糸球体硬化が進展していくと考

えられている。このとき 糸球体硬化に並行して間質の線

維化も促進すると考えられている 。また -アルギ

ニンより産生された は糸球体の血行動態に関与し

糸球体内圧を低下させるとともに直接作用としてメサンギ

ウム細胞の増殖抑制 血小板の凝集抑制 レニン分泌

抑制作用 マクロファージ浸潤阻止作用 を有し 糸球

体硬化および間質の線維化抑制に働くと考えられており

産生が糸球体硬化および間質の線維化を抑制するとい

う本研究の結果と一致するものである。

腎において様々な作用を及ぼす は -アルギニン

を基質として 合成酵素( )の働きにより生成され

る 。したがって の合成調節には基質である -ア

ルギニンの供給と同時に の活性が重要な役割を果

たしていると考えられている。 の活性に関して

らは の研究で 細胞内における高濃度

の -アルギニンは の活性を抑制すると報告してい

る 。そして今回のわれわれの成績においても 用量の

-アルギニン投与時の血中および尿中の -アルギニン量

は (－)群に比較して 群で増加せず

群 群では有意な増加を認めるとともに

尿中 代謝物は 群に比し 群

群で有意な低下を認めた。このことより /腎摘

ラットに高用量の -アルギニンを負荷すると -アルギ

ニンそのものが 活性を抑制し 産生を減少させて

いる可能性が示唆された。

また らは慢性腎不全患者の血液中に 産

生を阻害する の濃度が高いことを報告してい

る 。今回のわれわれの成績では 血中 濃度に関

しては (－)群に比較して 群でのみ有意な

低下を認めた。なお 今回の検討での血中 濃度は

らのそれより低い値となっているが これには

＋

（

)

［ADMA］＝0.69－5.34e－2［N O ＋N O ］,r＝－0.56,

p＜0.05（except SHAM)

＋

（

)

［sclerosis index］＝233.9－30.3×［NO ＋NO ］,

r＝－0.64,p＜0.01（except SHAM)

＋

（ )

［%I N T］＝13.1－1.32×［N O ＋N O ］, r＝－0.58,

p＜0.05（except SHAM)
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慢性維持透析患者と /腎摘ラットという実験対象の違い

が影響しているのかもしれない。そして 尿中 代謝

物は (－)群に比し 群でのみ有意な増加を

認めるとともに 尿中 代謝物と血中 との間に

有意な負の相関関係を認めた( )。このことより /

腎摘ラットにおいて による 産生を阻害す

る作用により の産生が減少している可能性が示唆さ

れた。

-アルギニン濃度と の産生に関してはいまだ

定説がない。本検討では 血漿 濃度は (－)

群に比し 群で有意に低下した。一方 血中お

よび尿中 -アルギニン濃度は投与量に応じて増加してお

り 血漿 濃度と血中および尿中 -アルギニン濃

度に相関がないことから 産生は -アルギニン

濃度に調節されているのではなく 他の因子により代謝調

節されている可能性が強く示唆された。しかし 血中

濃度の最も重要な規定因子は腎機能であり

群で血中 濃度が 群に比し有意な

増加を示していることより 腎機能低下による排泄および

代謝障害の可能性も否定できない。

糸球体硬化および間質の線維化の進展には のみな

らず -アルギニンの代謝産物であるプロリン ポリアミ

ンなどの関与が知られているが 今回の検討では

産生と -βおよびこれらの線維化 細胞増殖を促進す

る物質との関係は明らかではなく 今後の検討課題と思わ

れた。

結 語

今回の検討から 糸球体硬化モデルである /腎摘ラッ

トにおいて -アルギニンの平均血圧 尿中尿素窒素 尿

蛋白 腎機能とともに糸球体硬化 間質の線維化に及ぼす

効果は 低用量では改善させ高用量ではむしろ悪化させる

ことが明らかとなった。これらの効果は -アルギニンか

らの 産生量と関連しており 産生量は必ずしも

-アルギニン投与量に依存しているわけではなく -ア

ルギニンおよび などによる 産生抑制作用が影

響していることが示唆された。
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