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Ⅰ　緒 言

急 性 ・慢性腎不全 に さい しては,腎 か ら排 泄 され

るべ き窒素化合物が体 内に貯留 して,血 中の窒素化

合物含有量が異常 に上昇 し,尿毒症の発生 をみ るが,

末期 には,周 知 のご とく消化器,循 環器,呼 吸器,

造血器,神 経 系な どに多彩 な症 状 を呈す るにいたる.

この尿毒症の発生機序 をめぐって,尿 毒症 患者血 中に

特異的 に増量 し,か つ生体 に何 らかの有害 な作用 を

もた らす いわゆ る"uremic toxin"に 関す る多 くの

研究がなされてきた.1～4)すなわち, urea, uric acid,

 creatinine, phenolな どがそれ である.そ の後,化

学分析法 の進歩 に ともない,種 々の血液成 分の分離

・定量 が可能 とな るにおよ び,尿 毒症患者血液成分

の分析 も詳細 に行 なわれ るよ うにな ったが,最 近 で

は とりわけい くつかの グアニ ジノ化 合物,な かで も

guanidinosuccinic acid 7～9)とmethylguanidine 10
～13)が尿毒症患者血 中及 び尿 中に増加 する こと

,およ

び これ らの物 質 が, in vivo及 びin vitroの 実験

で, 14～22)各種 の酵素系 あるいはその他の生 理 的 機能

を阻害す ることが明 らかに され るに及 び,尿 毒症発

現機序が,中 枢神経系 にお ける障害 もふ くめて注 目

を集めて いる.

一 方
,森 らはpentylenetetrazol静 注 に よ る ウサ

ギ の薬 物 痙 攣 時 に,脳 組 織 抽 出液 中 に は γ-guanid

inobutyric acidが 増 加 す る こ と,又 γ-guanidino

butyric acidは 正 常 ウサ ギの大 槽 内投 与 に よ って痙

攣 を誘 発 す る作 用23)24)の あ る こ と を見 出 した こ とに

端 を発 し,生 体 内 に存 在 す るグ ア ニ ジ ノ化 合 物 の う

ち の い くつ か の もの は 同様 な痙 攣 あ るい は異 常 興 奮

を誘 発 せ しめ る作 用 が あ る こ とを明 らか に し,グ ア

ニ ジ ノ化 合 物25)が 中枢 神 経 系 の異 常 興 奮 に さい して

何 らか の 役 割 を演 じて い る こ とを示 唆 して きた.

さて,先 にわれ われ は,陽 イオ ン交換樹脂 を用 い

た液体 クロマ トグラフ ィーによるグアニジノ化合物

の 自動分析装置 を開発 し, 26～31)哺乳動 物 組織 中には

末知物質 も含 めて,多 種類の グアニジ ノ化 合物が存

在す ることを報告 した.本 報告 においては,更 に多

種類 のグアニジノ化合物 を同時 的に測 定 し うるよ う

に分離定量の方 法 を改良 し,この方法 を用 いて,正常

人及 び尿 毒症 患 者 の血 清 中 の グアニジノ化 合物 を

guanidinosuccinic acid, methylguanidineの みな

らず,種 々の もの につ いて系統的 に分離定量 す るこ

とに成功 し,尿 毒症患者 にお ける血液病態像 をよ り

明確化 した.つ いで,臨 床生化学的検索 によって得

られた知見 を,さ らに実験的 に裏づ けるためにウサ

ギを用 いて実験的尿毒症 をつ くり,尿 毒症時 におけ

る血清中 および脳組織中の グアニジノ化合物 の量的

変化 を詳細 に検討 し,あ る種の グアニジノ化合物 が

痙攣 誘発性のuremic toxinで あることを実証 し,こ

れ らのグアニジノ化合物が,尿 毒症の中枢神経系障

害 の発現因子で あるとい う可能性 を示唆 した.

Ⅱ　実験材料及び実験方法

1) グアニジノ化合物の定量分析法

陽 イ オ ン交 換樹 脂 を用 いた 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー に よ る方 法 で ,グ アニ ジ ノ化 合 物 の 検 出 の た め に

坂 口反 応 を 回 路 に組 み こん だ 自動 分析 装 置(JLC

 6UH,日 本 電 子 株 式 会 社)を 用 いた.装 置 に関 す る

詳 細 はす でに報 告 した28)分 析 試 料 は0.01N HCl (pH

2.2)に 溶 か して用 い,一 回 の 分 析 に供 す る検 体 量 は

0.8mlで あ る. LCR-2 (JEOL Custom Spherical

 Resin,日 本電 子株 式 会 社)を つ め た カ ラ ム(8×

150mm)を 用 いて,溶 出 液 に は0.38Nク エ ン酸 ナ ト

リウ ム緩 衝 液(pH3.10) 13ml, 0.38Nク エ ン酸 ナ

トリウ ム緩 衝 液(pH4.26) 38ml, 0.35Nク エ ン酸

ナ トリウ ム緩 衝 液(pH5.28) 76ml, 0.35Nホ ゥ酸

ナ トリウム緩衝 液(pH6.70) 50ml, 0.2N水 酸 化 ナ

トリウ ム溶 液25ml, 0.4N水 酸 化 ナ トリウム溶 液100

mlを 順 次 用 い た.こ れ らの 溶 出 液 に は,各 々20%

Brij-35溶 液 を2ml/1の 割 合 で添 加 した.グ ァニ ジ

ノ化 合 物 の 標 準 試 料 と して は, taurocyamine , gu-
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anidinosuccinic acid, glycocyamine, N-acetyl

arginine, γ-guanidino-β-hydroxybutyric acid,

 β-guanidinopropionic acid, γ-guanidinobutyric

 acid, ε-guanidinocaproic acid, arginine, homo

arginine, methylguanidineを 各 々0.1μ mole/ml

の 濃 度 に0.01N HCl (pH 2.2)に 溶 か し て 用 い た.

各 グ ア ニ ジ ノ 化 合 物 の 定 量 は 得 ら れ た チ ャ ー トよ り

H・W法 を 用 い て 計 算 し た.各 試 料 の 回 収 率 は,内 部

標 準 と して, ε-guanidinocaproic acidを 用 い て 計

算 し た.

2) 試料 の前処理法

血清:ヒ トの正常対照群 として は研究室 の男女職

員13名(年 令23～42才)の 血清 を用 いた.尿 毒症血

清 は高尿素窒素値(BUN: 40-161mg/dl)を 示 す腎

不全患者 につ いて検査 した ものである.

これ らの試料 は採血後,直 らに血清 を分離 し(5

～6ml)
, 4-5倍 容 の1%ピ ク リン酸 を加 え除蛋

白 を行 な うがその さい前処理過程 での回収率計算の

た めに ε-guanidinocaproic acidを 一定量加 えた.

低 速遠 沈 によ り,蛋 白を除いた上清 と沈渣 の洗滌液

とを合せ たの ち,過剰 の ピク リン酸 をDowex 1×8

 (Cl-form)に 吸着 させ て除 き,つ いで減 圧 乾固 し

た もの を分析用試料 としたが,分 析 に さい しては一

定容 の0.01N HCl (pH 2.2)に 溶か して,カ ラムに

注入 した.な お試料 の保存 は-20℃ で行 なった.こ

れ らの操作 は注意深 く行 な えば,個 々の グアニジノ

化 合物 で多少の差 はあって も, 85-90%の 回収率で

行 な うことがで きる.

Tab. 1

脳組 織:ウ サ ギを無麻酔下 に開頭 し,直 ちに小脳

を含 めた全脳 をと り出 し,液 体窒素 中で凍結 させ,

-20℃ で凍結 保存 した.除 蛋 白処理 は, 7倍 容の冷

80%エ タノール中で ホモゲ ナイズ して行 な った.そ
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のさい回収率 によ る補正 を行 な うた め に一定 量 の

ε-guanidinocaproic acidを 加 えた.低 速遠沈後 の

上清 と,沈渣の一回洗 滌液 とを合せ て,こ れに等量 の

クロロホル ムを加 えて振盪 後,遠 沈 して水層 を とる.

これを減圧 乾固 して一定容 の0.01N HCl (pH 2.2)

に溶 か して検体 と し,分 析時 まで-20℃ で凍結保存

した.操 作 過程での グアニジノ化 合物 の最終 回収率

は80-90%で ある.

Fig. 1　 Chromatographic analysis of a standard mixture of guanidino compounds (0.1μ mole/ml).

3) ウサギ の実験的尿毒症

2.5～3kgの 成熟 ウサギ をpentobarbital麻 酔下

で開腹 し,左 右 の尿 管結紮術 を行な った.術 後48時

間で無麻酔下 に開頭 し直 ちに全脳 を摘出 し液体窒素

中で凍結 させ た.

4) 脳波記録法

成熟 ウサギおよびネ コを用 い, pentobarbital軽

麻酔下 に挿管 して人工 呼吸 を行 ないなが らsuccin

ylcholineで 非動化 した後,生 理 食塩水 に溶 か した

methylguanidineの 一定 量 (2-10mg)を 大槽 内に

注入 し脳波的な検討 を行 なった.ウ サギでは頭 蓋骨

に打 ちこんだ ビス電極 によって皮質脳波 を記録 した

が,ネ コで は同様の方法 で皮質 脳波 を記録 した他 に,

定位 的 に刺 入 した双極針 電極 によって,大 脳皮質,

淡蒼球,背 側 海馬,扁 桃 核 な どか ら深部脳波 の記録

も行な った.

Ⅲ　実 験 成 績

1) 標 準 試 料 の 溶 出patternに つ いて.

11種 類 の グアニ ジノ化 合 物 を含 む標 準 試 料(Tab.

 1) 0.8mlに つ い て 分 析 を行 な った.各 グ アニ ジ ノ

化 合 物 の 濃 度 は0.1μ mole/mlで ある.結 果 はFig. 1

に示 す よ うに, taurocyamine, guanidinosuccinic

 acid, glycocyamine, N-acetylarginine, γ-guan

idino-β-hydroxybutyric acid, β-guanidinopro

pionic acid, γ-guanidinobutyric acid, arginine,

 ε-guanidinocaproic acid, homoarginine, meth

ylguanidineの 順 に 分 離 検 出 し え た.こ の 記 録 紙 に

記 録 さ れ た そ れ ぞ れ のpeak面 積 をH・W法 で 求 め,

未 知 の 検 体 中 の そ れ ぞ れ に 対 応 す る グ ア ニ ジ ノ 化 合

物 のpeak面 積 と比 較 計 算 す る こ と に よ り,そ れ ら

検 体 の 濃 度 を 算 出 し た.

2) 正常人及 び尿毒症 患者血清 中の グアニジノ化

合物 につ いて.

Fig. 2に 示 す よ うに正 常 人血 清 中 で はarginineが

最 も多 く, taurocyamine, guanidinosuccinic acid

及 びglycocyamineが 少 量 存 在 し,そ の他N-acet

ylarginineな どの 微 量 成 分 が 存在 す る.尿 毒 症 患 者

血 清 中の グ ア ニ ジ ノ化 合物 総 量 は正 常 時 の それ よ り

も増 加 す る(Tab. 2).特 にtaurocyamine及 び

guanidinosuccinic acidの 増 加が著明 で ある. 14例 中

6例 に微 量 のmethylguanidineが 検 出 され た(Fig. 

3). taurocyamine, guanidinosuccinic acid及 び

methylguanidineの 量 とBUN値 との 間 に は 直 接 的

な相 関 関 係 は認 め られ な か っ た.

3) 正常及 び尿毒症 ウサギ血清 中の グアニジノ化

合物 につ いて.

ウサギ血清中 のグアニジ ノ化 合物 は,ヒ ト血清 中

の それ と比較す る と,全 体的 にやや濃度が高 いが各

グアニジノ化合物含有量 の相対 比は余 りかわらない.

 taurocyamineのpeakの 前 に まだ 同定 されて いな

いpeakが ひとつ認 め られた (Fig. 4).尿 管結紮後

48時 間の ウサギ血 清 中 (BUN: 90-219mg/dl)の

グアニジノ化合物 は正常 時 よ り も増加 す る.特 に
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taurocyamineとguanidinosuccinic acidの 増 加 が

著 明 で,微 量 で は あ る が全 例 にmethylguanidineが

検 出 され た.そ の 他 の グ ア ニ ジ ノ化 合 物 の 量 的 変 化

は 認 め られ な か っ た(Tab. 3). taurocyamineの

peakの 前 後 に2～3種 類 の ま だ 同 定 され て いな い

peakが 認 め られ た(Fig. 5).

4) 正常 および尿毒症 ウサギ脳組織 中の グアニ ジ

ノ化合物 につ いて.

脳 組 織 中 に お い て は,血 清 濃 度 と比 較 し て γ-

guanidino-β-hydroxybutyric acid及 び γ-guani-

dinobutyric acidの 濃度 が高 い(Fig. 6).尿 管 結

紮 後48時 間 の ウサ ギ脳 組 織 中 で は, taurocyamine

は増 加 す るが, glycocyamine及 びarginineが 有意

に減 少 し,総 量 も減 少 した.ま た9例 中5例 にmeth

ylguanidineが 検 出 され た(Fig. 7, Tab. 4).

5) methylguanidineの 痙 攣 誘 発 作 用 にこつ い て.

methylguanidine 3mgを0.2ml水 溶液 として,無

処置 ウサギ(体 重:約2kg)の 大槽内 に投与 す ると,

 2分 以内に激 しい興奮状態 とな り,つ いで じっとう

ず くまる姿勢 を とった後 に,強 直性及 び間代性 の全

身痙 攣 をお こし,約20分 後 には死亡 した.ま た無処

置 ウサ ギ(体 重:約2kg)にmethylguanidine 45

mgを1.5ml水 溶液 とし,耳 静脈 よ り投与 した場合 は

何 らの異常行動 も観察 されなか った.

Fig . 2　 Chromatographic analysis of human normal serum.

Fig. 3　 Chromatographic analysis of human uremic serum.

ウサ ギにmethylguanidine 4mgを 大 槽 内投与 し

て皮 質脳波 を記録 す ると,約10分 後 に両側 同期性 の

高振 幅棘 波が連続 して出現 し,約4分 間持続 したの

ち,再 び約8分 後 に同様 な発作放電 が約5分 間認 め

られ,直 後 に死亡 した(Fig. 8).つ いでネコにme

thylguanidine 8-10mgを 大槽 内 に注入 して皮質脳
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波 を記録 す ると15～20分 の後 に ウサ ギにつ いての場

合 と同様 な発 作 放 電 が観察 された(Fig. 9).こ の

発作 放電 は3～4分 間持続 し, 8～10分 間の間歇 期

をおいて約1時 間 にわたって反復 出現 した.一 方,

ネコにmethylguanidine 10mgを 大槽内投与 したの

ちの深 部 脳 波記録(Fig. 10)で は,約5分 後 に ま

ず背側海馬(d. Hipp)よ り散発性 の棘 波 が 出現 し

は じめ,次 第 に頻度 を増 した後,約15分 後には扁桃

核(Amy)か ら中脳網様体(RF)に 発 作 放電 が拡

がって い くのが観察 され た. 18分 後 には さらに淡蒼

球(GP)か ら運動 領皮 質(Cx)に も発 作放電 の伝

播 が認 め られたが,こ れ らの部位 における発作放電

の出現 は辺 縁系の それに比べ て不十分 であ った.上

記の発作放電 は, 10～15分 の間隔 をおいて反復出現

した.

7) guanidinosuccini cacidの ウ サ ギ 大 槽 内 投

与 につ いて.

体 重2kgの 無 処 置 の ウ サ ギ にguanidinosuccinic

 acid 8mgを 水 溶 液0.4mlと して 大 槽 内 に投 与 した

が痙 攣 は誘 発 され ず 異 常 行 動 も全 く認 め られ な か っ

た.

Tab. 2　 Guanidino compounds in

 human serum (mean ± s. d.)

*: significant difference p<0.001

ND: not detected
T: trace

Tab. 3•@ Guanidine compounds in rabbit 

serum (mean •} s. d.)

*: significant difference p<0.001
**: significant difference p<0.01
ND: not detected T: trace

Tab. 4　 Guanidino compounds in

 rabbit brain (mean ± s. d.)

*: significant difference p<0.001
ND: not detected.
T: trace
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Fig . 4　 Chromatographic analysis of rabbit normal serum.

Fig . 5　 Chromatographic analysis of rabbit uremic serum.

Fig. 6　 Chromatographic analysis of rabbit normal brain.

Fig. 7　Chromatographic analysis of rabbit uremic brain.
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Fig. 8•@ EEG of rabbit administered 4mg of me

thylguanidine (intracisternal injection)

Fig. 9•@ EEG of cat administered 8mg of methyl

guanidine (intracisternal injection)

Fig. 10•@ Depth EEG of cat after intracisternal 

injection with 10mg of methylguanidine.

Cx: cortex, GP: globus pallidus
, VL

: ventral lateral nucleus of the thalamus .

 Amy: amygdala

d. Hipp: dorsal hippocampus

RF: reticular formation

EKG: electrocardiogram
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Ⅳ　考 按

1963年, Bonas, Cohen, NatelsonはDowex

 50を 用 い て尿 毒 症 患 者 の 尿 を分 析 し,正 常 人 の尿 に

比較 して増加 して い る坂 口反 応 陽 性 物 質 に着 目 し32),

そ れ がguanidinosuccinic acidで あ る こ と を証 明

した33).つい でYatzidisら34)は1966年,活 性 炭 吸 着 法

に よ って,血 中 の グ ア ニ ジ ノ化 合 物 の定 量 を行 な い,

尿 毒 症 患 者 の 場 合 に は それ が 有 意 に増 加 して い る こ

とを 報 告 した.以 後,血 中 及 び尿 中 のguanidino

succinic acidとmethylguanidineの 定 量 分 析 に関

す るい くつ か の報 告 が あ る.し か し,こ れ らは いず

れ の 場 合 も,イ オ ン交 換樹 脂 に よ って,ま ず 目的 の

グア ニ ジ ノ化 合 物 を分 離 し,つ いで 坂 口反 応 に よ っ

て検 出 定 量 す る方 法 が適 当 で あ る と して い る が,対

象 はguanidinosuccinic acid, methylguanidineお

よ びglycocyamineに 限 定 され て いて,血 中 あ る い

は尿 中 に 同 時 に存 在 す るそ の他 の グ ア ニ ジ ノ化 合 物

に つ いて は ふ れ て い な い.こ れ らを含 めて 種 々 の グ

アニ ジ ノ化 合 物 の 生 体 内 代 謝 経 路 は,現 在 の と ころ

まだ 完 全 に は解 明 され て い な い が,直 接 の 生 成 過 程

の 大 部 分 はamidinotransferaseに よ るamidine基

転移 反 応 に よ るの で あ ろ うと考 え られ て い る.従 っ

て,種 々 の グ アニ ジ ノ化 合 物 の 相 互 間 に はamidine

基転 移 を介 して密 接 な 関 係 が あ る もの と考 え られ,

そ れ らの代 謝 を考 え る に あた って は,同 時 に存 在 す

る全 て の グ アニ ジ ノ化 合 物 を系 統 的 に分 離 定 量 して

総 合 的 に考 慮 す る必 要 が あ る.

先 にわ れ わ れ は,陽 イ オ ン交 換 樹 脂 を用 い た液 体

ク ロ マ トグ ラ フ ィーに よ る 自動 分 析 装 置 を開 発 し,

そ れ を用 い て,ウ サ ギ,マ ウ ス及 び ヒ トの脳 組 織 中

の グ アニ ジ ノ化 合 物 の 含 有 量 を測 定29)し た が,こ こ

で は この 方 法 の うち,溶 出 液 を一 部 改 良 し,種 々 の

グ ア ニ ジ ノ化 合 物 の 分 離 能 を改 善 せ しめ て測 定 可 能

な グ アニ ジ ノ化 合 物 の 数 を増 や した.す な わ ち,最

初 の 緩 衝 液 をpH 3.10に す る こ とに よ ってtaurocy

amineとglycocyamineの 間 にguanidinosuccinic

 acidを 分 離 検 出 し,回 収 率 の 計 算 の た め に用 い た

ε-guanidinocaproic acidをarginineの あ とに溶

出 せ しめ る た め にpH 6.70の 緩 衝 液 を使 った.更 に

methylguanidineを 溶 出 す る た め に,最 後 に0.4N水

酸 化 ナ ト リウ ム溶 液 を用 い た.こ れ に よ って11種 類

の グ ア ニ ジ ノ化 合 物 を順 次 溶 出 させ,定 量 す る こ と

が 可 能 に な つ た.な お 検 出感 度 もよ く各 グ アニ ジ ノ

化 合 物 の 検 出限 界 は5nmoles/mlで あ っ た.

さて,正 常 人 血清 中 の グ ア ニ ジ ノ化 合 物 含 有 量 に

つ い て は,さ きに 戴31)の 報 告 が あ る.こ こで 得 られ

た成 績 とそ れ を比 較 す る と,戴 の測 定 して い るN-

acetylarginineの 量 が 非 常 に 高 値 で あ り, arginine

よ り も多 い.し た が って 血 清 の前 処 理 法 及 び分 析 条

件 に つ い て検 討 を 行 な つ た と ころ,血 清 の前 処 理 に

酸 加 熱 法 を用 い た場 合 で もN-acetylarginineの 含

有 量 は微 量 で あ った.戴 の 報 告 に お け る分 析 条 件 で

はN-acetylarginineと み な され て い た分 析 チ ャー

ト上のpeakは,溶 出 液 のpHをpH4.26か らpH 5.28

に あ げ た た め に 出 現 し た 非 特 異 的 な 溶 出 物 に よ る

peakと 重 な っ た た め に,大 きなpeakと して チ ャー

ト上 に記 録 され た もの と考 え られ る.

尿 毒症 患者 血 清 中 にguanidinosuccinic acid7～9)

及 びmethylguanidine10～13)が 有 意 に増 加 してい るこ

とは他 の 研究 者 達 の 報 告 とよ く一 致 して い る.し か

し尿 毒症 患 者 血 清 中 にtaurocyamineが 増 加 して い

る こ とは ま った く新 し い知 見 で ある.taurocyamine

は メタ ンフ ェタ ミン中毒 に よ り異 常 興 奮 を お こ して い

る ウサ ギの 脳 組 織 中 に増 加 して い る こ とや,ま た こ

れ を ウサ ギ大 槽 内 に注 入 す る と,特 異 な強 直 性痙攣

が 誘 発 され る こ とな どが知 られ て い る.し た が って,

グ ア ニジ ノ化 合 物 に"uremic toxin"と して の可 能

性 を考 え る な らば, guanidinosuccinic acid及 び

methylguanidineと 同様 にtaurocyamineに つ い て

も今 後 そ の病 態 生 理 学 的 な 面 か ら広 く検 討 す る必 要

が あ る と思 わ れ る.

尿 毒 症 時,血 中 のguanidinosuccinic acidが 増

加 す る代 謝 機 序 に つ い て は,い くつ か の仮 説 が 提示

され て い るが まだ完 全 に は説明 され て いない. Cohen

ら36～38)は,尿 毒 症 患 者 の 血 中 で は, creatinine,

 glycocyamine及 びguanidinosuccinic acidは 増加

して い るがarginineの 量 は 変 わ らな い こ と,ま た

尿 中 の排 泄 はglycocyamineが 著減 し, guanidino

succinic acidが 増 加 す る がarginineは 変 わ らな

い こ とか ら,尿 毒 症 時 に は正 常 時 とは異 な っ た ア ン

モ ニ ア解 毒 機 構 が 働 いて い る こ とを推 測 し,そ の 説

明 と して 二 つ の 可 能 性 を挙 げ て い る.す な わ ち,そ

の ひ とつ は,尿 毒 症 時,血 中 にcreatinineが 増 加 す

る と, arginine-glycine amidinotransferaseの 活

性 が 抑 制 され て,そ れ に 代 る経 路 と して, arginine

asparatic acid amidinotransferaseの 活 性 が高 ま

る た め にguanidinosuccinic acidが 増 加 す る こ と

で あ り,他 の ひ とつ は,尿 素 サ イ クル の中 間代 謝 物

で あ るargininosuccinic acidを 分 解 す るargini-
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nosuccinaseの 活 性 が 抑 制 され るた め に,そ れ とは

別 の 酵 素 反 応 でargininosuccinic acidが 分 解 され

てornithineとguanidinosuccinic acidが で き る

と い うこ とで あ る.

一 方 , Natelsonら39)～41)は マ ウ ス,ラ ッ ト,ウ サ

ギ及 び ヒ トの肝 臓,膵 臓,腎 臓 及 び胸 部 組 織 か ら調 製

したamidinotransferaseに つ い て, pHやamidine

基 供 与 体 を い ろ い ろ と変 え た種 々 の条 件 下 で, ami

dine基 転 移 反 応 に つ いて 検 討 を行 な っ て い る が,そ

の結 果 と して, ornithineやglycineへ はamidine

基 転 移 が行 な わ れ るがaspartic acid又 はaspar

agineへ の 反応 は行 な わ れなか った と報 告 して い る.

彼 らは ヒ ト腎臓 のargininosuccinic acid lyaseと

同 じ分 画 に含 まれ る縮 合 酵 素 に よ り, pH6.9,室 温

40時 間 の条 件 で, canavanineとfumaric acidと か

らcanavaninosuccinic acidが 合 成 され る こ と,ま

た こ こに生 じたcanavaninosuccinic acidは ヒ ト肝

臓 ア セ トンパ ウ ダー の 抽 出 液 に よ り,嫌 気 的 条 件 下

で還 元型lipoic acidを 水 素 供 与 体 と して, guani

dinosuccinic acidとhomoserineに 分 解 され る こ

と を報告 して い る.通 常,健 康 な ヒ トで は 腎 臓 の

amidinotransferase活 性 が高い ため に, canavanine

はcanalineとarginineあ る い はglycocyamineに

変 え られ るが,腎 疾 患 時 に は 腎臓 のamidinotrans

ferase活 性 が低 下 す る た め にcanavaninosuccinic

 acidが 生 成 され る 反 応 系 が 強 め られ る こ とは 十 分

考 え られ る.最 近 の 報 告41)に よ る と, canavanino

succinic acidか らguanidinosuccinic acidが 生 成

され るか,あ る い はcanavanineを 経 てglycocya

mineが 生 成 され るか は,各 々 の反 応 を触 媒 す る酵 素

の 至 適pHに 依 存 して お り,そ の至 適pHは それ ぞ れ

pH 8.7とpH 6.4と な っ て い る.腎 疾 患 時 の尿 のpH

とguanidinosuccinic acidの 生 成 との 間 に 関係 が

あ るか も しれ な い.

つ ぎ に ウサ ギ の 尿 管 を結 紮 す るか わ りに,腎 動 脈

及 び腎静 脈 を同 時 に結紮 した実 験 例 に おいて もtau

rocyamine及 びguanidinosuccinic acidが 結 紮 前

の8-10倍 に上 昇 して お り, methylguanidineも 検

出 され る こ とが 観 察 され た が,こ の 事実 はtauroc

yamine, guanidinosuccinic acid及 びmethylgu

anidineの 主 な合 成 臓 器 は腎 臓 で は な い こ とを 示 し

て い る.最 近42),血中 のarginine-glycine amidino

transferase活 性 は健 康 正 常 人 に は検 出 されな いが,

窒 素 排泄 機 能 障害 を伴 うあ る種 の 腎疾 患 患 者 に お い

て は,著 明 に上 昇 す る とい う興 味 深 い報 告 が あ る.

つ ぎに ウ サ ギ脳 組 織 中 の グ ア ニ ジ ノ化 合物 の 含 有

量 を血 清 中 の そ れ と比 較 す る と, γ-guanidino-β-

hydroxybutyric acid及 び γ-guanidinobutyricac

idが 脳 組 織 に特 異 的 に 多 い こ と が観 察 され た.こ の

さい, γ-guanidinobutyric acidの 多 い こ とは そ の

前 駆 物 質 で あ る γ-aminobutyric acidが 脳 に 特 異

的 に存 在 す る こ とか ら首 肯 で きるが, γ-guanidino-

β-hydroxybutyric acidが γ-amino-β-hydroxy

butyric acidのtransamidinationに よ って 生 成 さ

れ る とす る と この 前 駆 物 質 の 脳 組 織 中 の含 有 量 が非

常 に少 な い とい う事 実43)と 矛 盾 す る よ うに思 われ る.

ま た γ-guanidino-β-hydroxybutyric acidの 分 析

チ ャ-ト 上 に認 め られ るpeakが 溶 出 液 を 切 りか え

た た めのartifactと 重 な っ て い な いか とい う疑 問 も

残 り,更 に検 討 す る必 要 が あ る.

さて,尿 毒症 時 に増量 す る脳 内 グアニ ジノ化 合物 の由

来 に関 して,こ れ らの グ ア ニ ジ ノ化 合 物 は血 液 一 脳

関 門 を通 過 しが た く,し た が って血 中 か ら脳 組 織 へ

は ほ とん ど移 行 しな い の で そ れ らの大 部 分 は脳 組 織

中 で生 成 され た もの と考 え られ る.脳 組 織 中 にami

dinotransferaseが 存 在 す る こ とは す で に報 告44)さ

れ て い る が,こ の酵 素 の基 質 特 異 性 は比 較 的低 く,

脳 組 織 中 の基 質 とな る ア ミノ酸 量 の増 減 に対 応 して

それ ぞれ 相 当 した グ ア ニ ジ ノ化 合 物 が生 成 され る と

考 え られ て い る.そ の さいamidine基 受 容 体 の う ち

taurineは 尿 毒 症 の さい 血 中 に 増加45)し た ものが,比

較 的 容 易 に脳 内 に移 行 す るで あ ろ う.す な わ ち,個

々 の ア ミノ酸 の 血 中 よ り脳 内 へ の 取 り込 み は,一 定

の 他 の ア ミノ酸 に よ って か な り競 合 阻害46)を うけ,

例 えばarginineはlysine, ornithineの 量 が 増 す

と脳 中 へ の 移 行 は 阻 害 され, glycineはserine,

 threonine, alanine, asparagine, glutamine, pro

lineな どに よ っ て 阻 害 さ れ る.け れ ど もtaurine

に つ い て は 競 り合 い が 認 め られ て い な い.こ れ は

taurocyamineの 脳 内 増 加 を説 明 す るの に都 合 が よ

い.し た が ってarginineの 脳 組 織 中 で の 減 少 は,

血 中 か らの と り込 み の 減少 とtaurineへ のamidine

基 転 移 の 亢進 に よ る もの と考 え られ る. methylgua

nidineの 脳 内 増 加 につ いて の想 定 され る代 謝 経 路 と

してcreatine→methylguanidineが 考 え られ る.こ

の さいmethylguanidineは 血 液一 脳 関 門 を通 過 しな

い ことが知 られ てい るので,お そ ら くは血 中 に増 加 し

たcreatineが 脳 中 に移 行 し, methylguanidineが 生

成 きれ る もの と考 え られ る. guanidinosuccinic acid

が血 中には増加 したが,脳 内 に 増加 し なか っ た こ とは
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既述 の よ うな特異的 な生成経路 が脳 内には存在 しな

いた めで あろ う.

以 上, taurocyamine, guanidinosuccinic acid,

 methylguanidineな どが尿 毒 症 時 に血 中 お よ び脳 に

増 量 す る機 序 につ い て考 察 を行 な って きたが,つ ぎ

にそ れ らの 病 態 生 理 学 的 機 序 にふ れ て み た い.以 前

よ り,尿 毒 症 時 に み られ る い くつ か の 特 異 的 な症 候

群 は,血 中 に増 加 す る特 定 の 物 質 の 毒 性 に よる もの

で は な いか との 見 地 か ら, "uremic toxin"の 検 索

が数 多 くな されて きた.そ の さい. uremic toxinの

効 果 の 基 準 の 設 定 に は種 々 の 問 題 が あ ろ うが,わ れ

わ れ は一 般 に,痙 攣 お よ び脳 波上 の 異 常 活 動 を中 枢

神 経 系 障 害 の ひ とつ の 指標 と して 研 究 を行 な って い

るの で,こ こで も痙 攣 お よ び脳 波 異 常 を中枢 神経 系

障害 の 目や す と した.な お,急 性 無 尿症 患 者46)な ど

尿 毒症 を きた した 場 合,激 しい脳 波 異常 を示 す痙 攣

発 作 の お こ る こ とは周 知 の と ころ で あ る.こ の よ う

な 観点 か ら,尿 毒症 時 に異 常 に増 加 す るtaurocya

mineやmethylguanidineに よ って痙 攣 が 誘 発 され

る こ と は非常 に興 味 深 い.と くにmethylguanidine

に も痙 攣 誘 発 作 用 が あ る こ とは 新 知 見 で あ り,痙 攣

以 外 の 中枢 作 用 に つ い て も今 後 の 検 索 を行 な い たい

と考 えて い る.他 方,こ れ ま でuremic toxinの ひ

とつ と考 え られ て い たguanidinosuccinic acidに

は 中枢 興 奮 ま た は痙 攣 誘 発 作 用 が 認 め られ なか った.

 guanidinosuccinic acidは 中枢 神 経 系 に は作用 す る

もの で は な く,尿 毒 症 時 に 特 異 的 な ア ン モ ニ ア処 理

反 応 の終 末 産 物 にす ぎな い と考 え られ る.

ウサギに対す るmethylguanidine大 槽 内投与によ

る痙攣誘発作用の有効量 は,脳 湿重量gあ た りに計

算す ると4μ molesと な り,尿 管結紮 後48時 間 のウ

サギ脳内濃度の約1000倍 に相当す る.し か し内因性

のmethylguanidineが 局所 的に増加す るとした ら,

量的 には少 くて も痙 攣 を ひ き起 す 可能 性 はある.

 taurocyamineに ついては海馬 回な どに特 異 的 に増

量 し,発 作活動 を始発 す ることが知 られてい る.

これ までに ウサ ギ及 び ネ コ を用 い た実 験 で γ-gua

nidinobutyric acid,23～26) glycocyamine25), N-acet

ylarginine27), taurocyamine 28)な どの 痙 攣 誘 発 作 用

が 明 らか に され て い る が,有 効 量,潜 時,痙 攣 の型,

深部 脳 波 的 に観 察 され る脳 内初 発 部 位 な どの点 で,

必 ず し も同一 の作 用 機 序 に よ る もの とは考 え られ な

い.今 後, methylguanidineを 含 め て こ れ らグ ア ニ

ジ ノ化 合 物 の 神 経 細 胞 に対 す る作 用 機 序 を検 索 す る

こ と は,痙 攣 発 作 機序 解 明 の ひ とつ の 手 が か りと な

る もの と思 わ れ る.

Ⅴ　 ま と め

1) 陽 イオン交換樹脂(LCR-2)を 用 いた液体

クロマ トグラフ ィーに坂 口反応試 薬系 を導入 してグ

アニ ジノ化合物 を系統的 に定量 分析 すべ く自動分析

装置 を作成 し,血清 および脳 組織の分析 を行 な った.

その さい溶出液 を選択す る ことによ って11種 類 のグ

アニ ジノ化合物 を連 続的 に定量 す ることが可能 にな

った.

2) 正 常 な ヒ ト血 清 中 の グ ア ニ ジ ノ化 合 物 の 総 量

は143±39nmoles/mlで, arginineの 他 に 少 量 の

taurocyamine, guanidinosuccinic acid, glycoc

yamineな どが 分 離 定 量 で きた.

3) 血 中窒 素 濃度 が40-161mg/dlの 尿 毒 症患者 血

清 中 の グ アニ ジ ノ化 合 物 の 総 量 は296±101nmoles/

mlで 正 常 な ヒ トの 血 清 と比 較す ると, taurocyamine

とguanidinosuccinic acidに 有 意 な増 加 が み られ,

ま た微 量 な が ら, methylguanidineが 検 出 され た.

4) ウサギを用 いた尿管結紮 によ る実験的尿毒症

動物の血清中及 び脳組織 中のグアニ ジノ化合物 を定

量分析 した結 果,尿 管 結紮 後48時 間の ウサギ血清

(BUN: 90-219mg/dl)中 の グアニジノ化合物 は,

正常時の それ よ りも有意 に増加す るが,特 にtauro

cyamine, guanidinosuccinic acidの 増加 が著明で
じ

methylguanidineも 微 量 な が ら増 加 す る こ とを明 ら

か に した.

5) 正 常 な ウサ ギ の 脳 組 織 中 の グ ア ニ ジ ノ化 合 物

の総 量 は, 359±37nmoles/gで 血 清 中 に 比 較 して

γ-guanidino-β-hydroxybutyric acid及 び γ-gua

nidinobutyric acidの 濃 度 が 高 い .尿 管 結 紮 後48

時 間 の ウ サ ギ脳 組織 中 の グ アニ ジ ノ化 合 物 の 総 量 は

199±39nmoles/gでtaurocyamineは 増 加 す る が

glycocyamine及 びarginineは 有 意 に減 少 す る.ま

たmethylguanidineが 微 量 な が ら検 出 され た .

6) 無 処置 の ウサギ大槽 内 にmethylguanidine 1 .5

mg/kgを 投 与 す る と, 3分 以 内 に強 直 性 及 び間 代 性

痙 攣 をお こ した.ウ サ ギ及 び ネ コ を用 い たmethyl

guanidine痙 攣 の 脳 波学 的 検 索 を行 な っ た.

(本研究 の一部 は文部省科学 研究費 による.)

終わりにあたり,終始御懇篤な御指導と御校閲を

賜わりました森昭胤教授ならびに直接御指導御協力

いただきました小林清史講師,岸 川秀実先生に,ま
た尿毒症患者血清検査に御協力下さいました岡山日
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赤病院 ・上原偉 男先生,岡 山市民病 院 ・浅野健夫 先

生,岡 山済生会病院 ・白方隆晴先生 に深 く感謝の意

を捧 げます.さ らに実験遂行 にあた りまして は終始

快く御助力下さいました長田堯先生,坪 井幸枝嬢は

じめ研究室の皆様に心から御礼申し上げます.
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Clinical and experimental studies on guanidino compounds in uremia

Michiko Matsumoto

Institute for Neurobiology, Okayama Univ. Medical School

(Director: Prof. Akitane Mori)

1) Eleven guanidino compounds were successively isolated and determined in uremic serum

 and brain by liquid chromatography using the cation-exchange resin (LCR-2, Jelco) and selecting

 the proper buffer system for elution.

2) The concentration of total guanidino compounds, including arginine, taurocyamine, gly

cocyamine, and guanidinosuccinic acid etc., was 143±39n moles/ml in normal human serum (BUN:7

-20
.mg/dl).

3) The concentration of total guanidino compounds was 296±101n moles/ml in serum of ure

mic patient (BUN: 40-161mg/dl). The concentration of taurocyamine and guanidinosuccinic acid

 were significantly elevated and methylguanidine was detectable in uremic serum.

4) Experimental uremia was induced by bilateral ureteral ligation of rabbit. Forty-eight

 hours after ligation when blood urea level rose to 90-219mg/dl, the concentration of guanidino

 compounds, especially taurocyamine and guanidinosuccinic acid, significantly increased.

5) The concentration of total guanidino compounds in norlnal rabbit brain was 359±37

n moles/g and that of γ-guanidino-β-hydroxybutyric acid and γ-guanidinobutyric acid were much

 higher than in serum. At forty-eight hours after bilateral ureteral ligation, significant increment

 of taurocyamine and decrease of glycocyamine and arginine were noted. The trace amount of

 methylguanidine was detected.

6) Generalized tonic and clonic convulsion was observed in the rabbit three minutes after

 intracisternal injection of methylguanidine (1.5mg/kg b. w.). Seizure discharges were recorded

 on electrocorticogram of the rabbit and cat, and it was comfirmed that spike activity originated

 in hippocampus on depth recordings.


