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はじめに―血管内皮学の幕開け

　米国のFurchgott（1916年～2009年）はウサギ大動
脈の摘出標本にアセチルコリンを添加して張力変化を
調べていたが，実験結果は一定しなかった．彼は実験
助手の動作を観察し，助手が標本を丁寧に扱えば弛緩
し，粗雑に扱えば弛緩しないこと，すなわち，物理的
外力に弱い血管内皮が保たれれば弛緩し，それが剥が
れれば弛緩しないことを見つけた．その結果は1980年
に雑誌Nature に報告された1)．後から見れば単純な観
察であるが，内皮が血管緊張を調節することを示す大
発見であった（“Discovery consists of seeing what 
everybody has seen and thinking what nobody has 
thought”）．
　それより少し前，Murad（1936年～），Ignarro（1941
年～）は一酸化窒素（NO）やNO donor が cGMPを
介して血管を弛緩させることを発見していた．約10年
を経て1987年に血管内皮が刺激を受けてNOを産生

し，それが cGMPを介して平滑筋を弛緩させることを
示した論文がMoncada（1944年～）によりNature に
発表された 2)．1992年12月にNOは Science により
“Molecule of the Year”の称号を与えられ，多くの科
学者が“NO news is good news”と熱狂するようにな
った3)．1997年に Ignarro を Chief Editor として専門雑
誌“Nitric Oxide：Biology & Chemistry”が創刊され，
1998年にはFurchgott，Murad，Ignarro の３名がNobel 
Prize（生理学・医学賞）を受賞した．その後，血管生
物学がこの free radical を中心として急速に発展し
た．その成果はとりわけ循環薬理の臨床を大幅に進歩
させた4)．

NOの化学，生物学

　NOは一酸化窒素合成酵素（NOS）により arginine
と酸素を基質にして citrulline とともに合成される．
NOS には３種の isoenzyme，すなわち，１型＝神経型， 
２型＝誘導型，３型＝内皮型があり，神経型，内皮型
は“構成型”酵素，誘導型は文字通り“誘導型”酵素
である4)．
　NOの生体作用は難しいと言われる．“Is NO a good 
guy or a bad guy?”といった議論が続いている．NO
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の作用で窒素（N）が主体的な場合を“Ｎ反応”，酸素
（O）が主体的な場合を“Ｏ反応”と分別すると，こ
の変幻自在分子の働きも理解しやすい（図１）．“Ｎ反
応”は血管緊張調節で重要なNO-cGMP経路だけでな
く，内因性NOS阻害因子 asymmetric dimethylarginine
（ADMA）経路，citrulline‒arginine 経路，arginine-
ornithine 経路（後２者は肝臓では尿素サイクルに包含
される）と関連する．“Ｏ反応”は電気陰性度の高いＯ
が他分子から電子を引き抜く特性のことで，二酸化窒
素（NO2），ペロキシナイトライト（ONOO）， ペロキ
シナイトライト陰イオン（ONOO－）などによる生体
分子の酸化修飾や傷害と関連する5)．“Ｎ反応”の極が
アミノ酸・蛋白質・ヌクレオシド合成にかかわる窒
素，“Ｏ反応”の極が糖・脂質代謝，ATP合成にかか
わる酸素であると考えると，ＮとＯからなる多くの窒
素酸化物も“仲間”に見えてくる．
　本稿ではNOを中心とする血管内皮学に触れた後，
血管内皮機能と関連するADMAとその分解酵素
dimethylaminohydrolase（DDAH）6），citrulline‒arginine 
recycling（NO合成基質供給）7)，arginine-ornithine 経
路（arginase 作用）8ﾝ10)，最後にNOガスの作用を理解
する上で重要なＮとＯの気相での反応5,11)を概説す
る．筆者のこれまで（約25年間）の研究成果を中心に
記述する．

血管生物学との出会い

　筆者は1988年から2010年まで福井大学小児科に勤務
していたが，１年間（1991年～1992年）薬理学教室で
電気生理学的研究（パッチクランプ法）を行った．幸
運にもラット腎臓糸球体メサンギウム細胞でＬ型電位

依存性Caチャネルを発見し12)，この仕事が評価され，
アメリカのニューヨーク州立大学（Long Island にある
Stony Brook 校）医学部内科（腎臓・高血圧）の
Goligorsky 先生の研究室で２年間（1992年～1994年）
血管生物学の実験研究を行うことになった．
　血管内皮由来弛緩因子の代表であるNOの生成機
構，NOと血管内皮由来収縮因子の代表であるエンド
セリン-1（ET-1）の相互作用，NOの血管平滑筋弛緩
の制御機構を探究した．内皮型NO合成酵素のCa/
calmodulin を介する活性化が protein kinase C により
抑制されること，同酵素が IGF-1やVEGFの刺激によ
り tyrosine kinase の経路からも活性化されることを
示した13ﾝ15)．ET-1は内皮細胞のＢ型受容体を介して
NO生成を促進するが，NOが cGMP非依存性にET-1
と平滑筋細胞のＡ型受容体の結合親和性を低下させ，
G-protein を介する Ca 流入を抑制して平滑筋を弛緩
させる機構も示した16,17)（図２）．パッチクランプ法を
用いて，ヒトおよびラット血管内皮細胞で tetrodotoxin
抑制型電位依存性Naチャネルを発見した18)．
　それまで血管内皮は血管の内側に存在する単なるバ
リアーとしか認識されていなかったが，以上の研究成
果などより，実際は血管機能，生体維持の司令塔であ
ることが明らかになった．
　1994年に福井に戻ってからは，小児の systems 
biology に血管内皮学を組み込むための研究を進めた．
ラットを用いた一連の研究により骨代謝が血管内皮あ
るいはNOにより制御されること，すなわち，誘導型
NO合成酵素阻害，ET/ET-A型受容体阻害によりそ
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図１　Systems biology における様々な窒素酸化物（“NxOy”）
図２　血管系におけるNO合成制御とNOによる血管緊張調
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れぞれ骨吸収亢進型，骨形成抑制型の骨減少症が発現
することを示した（図３）19,20)．エリスロポエチン（Epo）
の血管作用がおもに血管内皮由来のNOと ET-1のバ
ランスによることも明らかにした（図４）21,22)．

“NO欠乏”モデル（ラット）

　20年前の血管生物学では“NO過剰”の病態生理が
注目されていたが，筆者は“NO欠乏”も臨床的に意

義深いのではないかと考え，長期NOS阻害モデル（ラ
ット）を作成した23,24)．尿中 nitrite/nitrate（NOx）を
NO産生の指標とした．４週間の非選択的NOS阻害薬
L-NAMEの投与（内服）で用量依存性に血圧が上がり
腎障害も進んだ．L-NAMEで用量依存性にNO産生も
低下したが，それは arginine の同時大量投与で元に復
した．選択的誘導型NOS阻害薬 aminoguanidine（AG）
の投与ではNO産生は低下しなかった（図５）．尿中

　 血管内皮を対象にした医学研究：塚原宏一 　
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図３　誘導型NO合成酵素（iNOS），エンドテリン /エンドテリンＡ型受容体による骨代謝制御（ラット）19,20)
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図４　エリスロポエチン（Epo）の血管内皮への作用（ラット）21,22)

血管内皮障害ではNOと ET-1のバランスはET-1優位にシフトし，血管障害はさらに進展する．
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8-OHdG（酸化ストレスマーカー）を同時に計測した
が，それは L-NAMEで用量依存性に増加し arginine
の同時投与で元に復した．AGでは8-OHdGは増加し
なかった．全ラットを対象にするとNOxと8-OHdG
の間で有意な負相関が見られた．
　NOSには“構成型”と“誘導型”があるが，誘導型
阻害では8-OHdGは増加しなかったことより，おもに
構成型阻害が酸化ストレスを亢進させると考えられ
た．構成型酵素の主体は内皮型であり，この結果は血
管内皮障害が酸化ストレス亢進をもたらすことを示唆
する．活性酸素（ROS）が増加する環境では誘導型
NOSが誘導され，ONOO－産生も増加して酸化ストレ
ス（“ニトロ化ストレス”と表現してもよい）はさらに
亢進する．上記の実験結果より，内皮型酵素活性が低
下すればROSが増え，酸化ストレスが亢進することが
示された．現在も L-NAMEラットは血管障害，多臓
器障害の代表的モデルである．

Arginine-ADMA-DDAH経路

　生体は内因性にNOSを阻害する因子も産生してい
る．それがADMAである．蛋白質合成の過程で翻訳
後ペプチド体のアルギニン残基が protein-arginine 
methyltransferase（PRMT）によりメチル化される
が，これが代謝回転により蛋白質から離れADMAと

して細胞外に放たれる．ADMAはDDAHの働きで
citrulline と dimethylamine に分解される．DDAHは
NOSとほぼ同一の組織・細胞に分布している（図６）5,6)． 
ADMAを健常者に投与すると血管収縮，血圧上昇が
認められる．一方，酸化ストレス亢進により PRMT活
性は増加し，DDAH活性は低下するため（抗酸化因子
でもある）血管内皮由来NOに対するADMAの比率
は増加し，NO産生はさらに低下する．
　ADMAは血管障害の推進因子のみならず，心血
管・腎臓疾患の予後を推定する生体マーカーとしても
注目されている（表１）．

L-NAME＝非選択的 NO合成酵素阻害薬 
AG＝誘導型 NO合成酵素阻害薬 

８週齢の♂ ラットに４週間、NO合成酵
素阻害薬を飲用水に混じて服用させた 

図５　全身性NO合成酵素阻害の血圧，腎機能への作用（ラット）23,24)

L-NAME投与（４週間）で8-OHdG生成は増加する（酸化ストレスが亢進する）．

図６　Arginine-asymmetric dimethylarginine（ADMA）- dimethyl-
aminohydrolase（DDAH）経路（医歯薬出版株式会社の
許可を得て転載）5)
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尿素サイクル異常症と NO，ADMA

　先天性尿素サイクル異常症ではNO，ADMAを含め
て arginine 代謝が障害されるが，アンモニア蓄積だけ
で説明できない多彩な症候を呈する5,25)．このような患
者には通常 arginine が補充される（血中 arginine が増
加する）が，ornithine transcarbamylase（OTC）異常
では血中 arginine は増加，citrulline は低下，NOx，
ADMAはやや増加していた（結果としてADMA/NOx
比は正常域）．血中 arginine は NOx と有意に正相関し
ていた．Argininosuccinate synthetase（ASS）異常で
は血中 arginine は増加，citrulline は増加，NOx は低
下，ADMAは増加していた（ADMA/NOx 比は増加）．
Argininosuccinate lyase（ASL）異常では血中 arginine
は増加，citrulline は増加，NOx は正常域，ADMAは
やや増加していた（ADMA/NOx 比は正常域）．ASS
異常，ASD異常では血中 citrulline は著明に（とりわ
け前者で）増加するが，血中 citrulline は NOx と有意
に負相関し，ADMAと有意に正相関していた（図７）26,27)．
無症候期（silent phase）にある citrin（aspartate/
glutamate carrier isoform 2）異常では血中 arginine は
正常域，citrulline は増加，NOx，ADMAは正常域で
あったが，血中酸化 LDL，尿中8-OHdG，acrolein-lysine
などの酸化ストレスマーカーは増加していた28)．高シ
トルリン状態がADMA増加，NOx 低下を導くことで

多くの合併症に関与すること，とりわけ citrin 異常で
の酸化ストレス亢進が特徴的な脂肪肝の発症に関与す
ることが推察された．
　Lysinuric protein intolerance では血中 arginine は
低下，citrulline は正常域，NOx は増加，ADMAは正
常域であった（ADMA/NOx 比は低下）．先天性門脈
大循環シャントでは血中 arginine，citrulline は正常域
であったが，NOx は低下，ADMAは増加していた
（ADMA/NOx 比は増加し，それはシャント率と正相

　 血管内皮を対象にした医学研究：塚原宏一 　

表１　Asymmetric dimethylarginine（ADMA）増加が発症・
進展に関与するとされる疾患，病態（医歯薬出版株式会
社の許可を得て転載）5)

Aging/senescence
Salt intake/high blood pressure
Hypercholesterolemia
Hypertriglyceridemia
Hyperhomocysteinemia
Insulin resistance/hyperglycemia
Essential hypertension
Pulmonary hypertension
Coronary heart disease/heart failure
Vascular disease/stroke
Hepatic disease/hepatic failure
Renal disease/renal failure
Multiorgan failure
Preeclampsia
Diabetes mellitus
Hyperthyroidism
Infection

図７　Arginine を中心とする代謝ネットワーク（医歯薬出版株
式会社の許可を得て転載）5)

（Ａ）生理的状態では血管，腎臓などでの citrulline‒arginine 
recycling により arginine が citrulline より再生され，血管内皮
細胞はこの経路を利用してNO合成を維持できる．（Ｂ）炎症病
態（酸化ストレス亢進状態）では arginase が血管，マクロファ
ージなど多くの細胞で誘導され，“arginine steal phenomenon”
により血管内皮由来のNO合成は低下する．
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関していた）．血中 endothelin-1，血中酸化 LDL，尿
中8-OHdG，acrolein-lysine などの酸化ストレスマーカ
ーも増加していた29)．前者でのマクロファージ活性化
症候群，後者での肺高血圧の病態生理と治療を考える
上で重要な知見である．

Citrulline-arginine経路と arginine-ornithine経路

　Arginine を中心とする代謝ネットワークは臓器連
関において重要である5)．Arginase は尿素サイクルの
最後の酵素であり，arginineを加水分解してpolyamine，
proline を生成させる．Arginase Ⅰはおもに肝臓に存
在し，arginase Ⅱはおもに（肝臓外の）ミトコンドリ
アに存在する．Arginase を基質として共有するNOS
と arginase は互いにその機能を調節しあう．Arginase
Ⅰは炎症病態などで血管内皮細胞，平滑筋細胞，マク
ロファージなど多くの細胞で誘導される（“arginine 
steal phenomenon”）（図７）7ﾝ9)．NOS，arginase Ⅰが
ともに活性上昇した場合，arginine 低下のためNOSは
uncoupling を起こし，NOが低下してO2

-，ONOO-生
成が増加する．気管支喘息などの患者で血中 arginase
Ⅰの高値が報告されている．気道炎症などの動物モデ
ルでarginaseⅠ阻害薬（nor-NOHA，S-(2-boronoethyl)-
L-cysteine など）の効果も検討されている10)．Arginine
代謝の臨床医学的意義をより理解するために，筆者ら
の最近の研究成果を以下に呈示する30,31)．
１. 妊娠母体を対象にした研究
　妊娠期間は first，second，third の３つの trimester
に分けられる．それぞれ，「器官形成」，「胎盤循環」，
「胎児発育」を特徴とする．妊娠後半期の母体と胎児・

胎盤系は proliferative phase にあり，生理的に酸化ス
トレスが亢進している．筆者らは妊娠28週前後の健常
妊婦60名を対象に血清中 total hydroperoxides（TH），
redox potential（RP），thioredoxin-1（TRX-1），
pentosidine，NOx，ADMA，arginine，citrulline，
ornithine を計測した．結果は平均± SD あるいは範囲
で示した．
　妊婦のRP，TRX-1が体重と有意に正相関，負相関
し，妊婦のTH，RP が正期（近く）で出生した児の体
重と有意に負相関，正相関していた（表２）．アミノ酸
分画では成人基準値と比較すると，arginine は高値，
citrulline は低値，ornithine は正常域であった．その
後，60名のうち３名が妊娠高血圧，５名が胎児発育不
全をきたしたが，母体での計測のうち有意差が認めら
れたのは妊娠高血圧発症 vs.非発症でのNOx，
ADMA/NOx 比であり，平均値の比較では 20 vs.  
51µmol/l（P＜0.05），0.030 vs. 0.013（P＜0.001）
であった (arginine は203 vs. 169µmol/l，P＝0.06)．
以下は考察である．
　第１に，early third trimester の健常妊婦における
酸化ストレス亢進の詳細が示された．血清中で過酸化
物が増加するにかかわらず抗酸化系は亢進していなか
った．なお，RP として計測できるのは albumin，
bilirubin，uric acid，vitamin C などの総体であり，
TRX-1を含めた酵素群の活性は評価できない．第２
に，このような母体の血清検体で arginine 高値，
citrulline 低値が示された．平均値を用いた計算である
が，今回の60名では arginine/citrulline 比は10.6（高
値），ornithine/arginine 比は0.38（低値），（ornithine

表２　妊娠28週前後（early trimester）の健常妊婦60名における各種生体マーカー（血清中濃度）（医歯薬
出版株式会社の許可を得て転載）5)

生体マーカー 血清中濃度

total hydroperoxides (TH；U. CARR) 471 ± 105（193～708）－高い（基準300未満）
redox potential (RP；µmol/l) 2,142 ± 273（1,430～2,601）－やや低い（基準2,200以上）
oxidative stress index (TH/RP 比 ) 0.23 ± 0.08（0.09～0.45）－高い（基準0.1前後）
thioredoxin (TRX）-1（ng/ml） 90 ± 42（11～205）－高い（基準10～30）
pentosidine (pmol/ml） 96 ± 20（55～149）－正常（基準100前後）
NOx (µmol/l) 50 ± 24（16～118）－正常（基準18～107)
ADMA (µmol/l) 0.55 ± 0.17（0.27～1.12）－正常（基準0.40～0.75)
ADMA/NOx 比 0.014 ± 0.007（0.003～0.037）－正常（基準0.004～0.041)
ariginine (µmol/l) 171 ± 30（129～270）－高い（基準46～122)
citrulline (µmol/l) 16 ± 3（10～28）－低い（基準20～45)
ornithine (µmol/l) 65 ± 15（39～116）－正常（基準43～96)
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＋ citrulline)/arginine 比は 0.47（低値），arginine/
ADMA比は308.8（高値）であった．妊娠後半期の母
体では citrulline‒arginine recycling の促進が推察され
るが，その主たる部位は血管（胎盤も含まれる），腎
臓，肝臓と考えられる．Ornithine/arginine 比は arginase
活性，（citrulline＋ ornithine)/arginine 比は NOS活性
＋ arginase 活性，arginine/ADMA比はNOS基質 /
NOS 阻害因子の指標にもなる7ﾝ9)．これらのパラメータ
ーは，他の領域でも arginine を中心とするアミノ酸・
蛋白代謝とレドックス制御のプロファイリングに役立
つと期待される．第３に，early third trimester の時
点における母体の合併症発現の予測である．高血圧発
症群でNOx，ADMA/NOx 比が有意に低値，（結果と
して）高値であった．この結果は血清NOx計測が高
血圧発症のリスクを知る上で有用であることを示唆す
る．Arginine→ NOの抑制が疑われるが，それがNOS
のmRNA，蛋白，機能のどのレベルか今後探究する予
定である．

気体生物学（基礎生物学）における NO

　NOガスは肺高血圧の特殊治療であるが，NOは O2

と反応して有毒な二酸化窒素（NO2）に酸化されるの
で，使用を誤れば深刻な健康被害をきたす．NO吸入
療法が開発された約20年前はNOの気体生物学的特
性は明らかでなかった5,11)．
　筆者らは気相において任意濃度のNOとO2より
NO2が任意時間で発生する一般予測式を明らかにした
（図８）32)．この反応は３次反応であるが，過去に報告
された22編の論文より速度定数ｋの一般式を導いて，
それが室温では７×103であることを示した．図中の微
分方程式を解くと，NOよりNO2が任意の fraction（ｆ）
だけ発生するまでの時間（ｔ）の予測式が得られる．
NO吸入療法ならば下線部は定数になり，ｆを指定す
ればｔが計算できる．環境でのNO2の許容限界は５
ppmであるが，この計算によると，たとえば40％ O2共
存下で５ppmの NO2が発生するまで10ppmの NOな
ら177分（約３時間）と長いが，その４倍濃度の40ppm
の NOでは６分に短縮される．このような設定でNO，
O2を混合した場合，混合気体を６分以上停留させては
危険と判断できる．
　また，高度真空下でのガス実験中に市販の“高純度”
NOタンク内でNOの一部がすでに不純者（他の窒素
酸化物）で置き換わっていることを発見した11)．NOが

高圧下で自発的にNO2と笑気（N2O）に不均化するこ
とは現在でもあまり知られていない．筆者らは高圧タ
ンク内でNOがNO2とN2Oに不均化する危険性を警
鐘し，任意圧力のNOよりNO2とN2Oが任意時間で発
生する一般予測式を明らかにした（図９）33)．この反応
も３次反応である．この式を用いると，たとえば１か
月でNOが不均化しNO2とN2Oが発生する比率は５
気圧未満ではほぼ０であるが，市販のNOタンクのレ
ベルの50気圧の場合，全体の2.6％を占める．これを１
年間保管すればNO2，N2Oそれぞれが全体の16.9％ま
で占める．実地臨床で用いられるタンクのNO濃度は
800ppmと低いが（高圧窒素で希釈されている），NO
自体の圧力は0.1気圧であり，不純物がほとんど全く発
生しないと予測できる．N2Oがメチオニン－ホモシス
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図８　気相での2NO＋O2＝2NO2反応（医歯薬出版株式会社の許
可を得て転載）5)

気相において，任意濃度のNO/O2より有毒な二酸化窒素（NO2）
が任意時間で発生する予測式が示された．

図９　高圧タンク内での3NO＝NO2＋N2O反応（医歯薬出版株
式会社の許可を得て転載）5)

気相において，任意圧力のNOより有毒な二酸化窒素（NO2），
笑気（N2O）が任意時間で発生する予測式が示された．
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テイン代謝に作用し，血管障害を導くことも示唆され
ている34)．N2Oの作用も今後探究される必要がある．
　以上の結果はNO吸入療法を安全に実施する上で，
基礎的ながら重要な知見である．

おわりに― NOの補充

　血管内皮由来NOの合成と機能は systems biology
の制御下にある．血管内皮由来NOが酸化ストレス亢
進により抑制されることから，“抗酸化療法”が血管機
能維持に有用であることは明らかである．Arginine 代
謝への介入，たとえば citrulline 補充と citrulline-
arginine recycling の促進も効果的である．母乳には
thioredoxin-1（平均268ng/ml）だけでなくNOx（平
均479µg/l）も母体血中濃度の約10倍と豊富に存在し
ている（VEGF，HGF，EGFは10～100倍）．母乳には
ADMA（平均0.12µg/l で血中濃度の約１/５）も含ま
れている35)．ダイズ，ソラマメ，ピーマン，ジャガイ
モといった野菜もNOxが豊富であるが，一定比率で
ADMAなどのメチルアルギニンが含まれている36)．食
物のNOx（NO donor）-ADMA（NOS 阻害因子）バラ
ンスは今後開拓されるべき分子栄養学の分野である．
小児医療の中で特に重要な課題である．
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