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総説

内因性一酸化窒素産生制御因子としてのメチル化アルギニンとその代謝機構

－翻訳後修飾を受けたアミノ酸残基に由来する異常アミノ酸の生理機能一
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はじめに

生体中に見いだされるタンパク質は全て遺伝子にコー

ドされたアミノ酸配列に従ってその一次構造が構築され

た後も，アミノ酸残基は翻訳後修飾と呼ばれる複雑多岐

にわたる修飾を受けて初めて生理的に意味を持つタンパ

ク質として機能するようになる 1）。 その修飾の発現機構

や修飾の意義については不明な部分が多い。生体におけ

るタンパク質アミノ酸残基の修飾の複雑さは一例として

動物尿中に排池される修飾タンパク質由来と考えられる

アミノ酸誘導体の多彩さからも窺い知ることが出来る2）。

タンパク質の翻訳後修飾の最も普遍的なものの一つにメ

チル化修飾がある。タンパク質のメチル化は，修飾を受

けるタンパク質あるいはアミノ酸残基に特異的なメチル

化酵素群によって触媒される3）。メチル化の生理的意義

については解明されている 1 2の例4,5 ）を除いて推定の域

を出ないのが現状である。一般にこれらのメチル化タン

パク質の代謝回転に伴って遊離するメチル化アミノ酸類

は，高等動物にとっては再利用出来ない最終代謝産物と

して尿中に排池されると考えられ， Nτ ーメチルヒスチジ

ンのように体タンパク質の代謝回転速度を推定する指標

化合物として利用されているものもある 6）。しかしなが

ら，高等動物において脂肪酸のミトコンドリア内への輸

送に必須成分であるカルニチンの生合成において，修飾

タンパク質由来の NE －トリメチルリジンが唯一の前駆体

として利用されている事実は 高等動物において遊離リ

ジンのトリメチル化反応が存在しないことを考えると輿

味ある現象である。1987 年 Moncada らのグループによっ

て内皮細胞由来血管弛緩因子（EDRF ）が，全く新しい

ケミカルメデイエーターとしての一酸化窒素： nitric

oxide (NO ）であることが証明された7）。 NO は発見の契

機となった生体における血液循環機能の維持を始め広範

囲わたり生理機能の調節に深く関与しており，その異常

は心筋梗塞や高血圧等を初めとする多くの病態の成因と

なっている可能性がある。 NO は一酸化窒素合成酵素

(NOS ）によってアルギニンのグアニジノ窒素を前駆体

（基質）として合成される。 NOS は構成型酵素群

(cNOS ）と誘導型酵素群（iNOS ）に大別され，更に cNOS

は（ 1 ) endothelial NOS (eNOS), ( 2 ) neuronal NOS 

(nNOS ）に分類される。 iNOS は macrophage 等に存在

しmNOS とも呼ばれ このような 3 つのイソフォーム

が存在することが知られている。NO や NOS の生理的

意義を研究し， NO 関連疾患を治療するには NO 産生に

関わる個々の酵素イソフォームに特異的な或いは共通の

阻害剤の利用が不可欠であり 精力的に阻害剤の開発が

行われている8）。 NOS 研究の初期段階において， Moncada

らはこの NO 産生系の特異的ブロッカー（阻害剤）とし

て化学合成されたメチル化アルギニン類を利用してきた。

近年，数多くの NO 産生系の一般的合成阻害剤の開発が

進み，その種類，機能も豊富かつ複雑である。これらに

ついては紙面の都合もあり他の総説9）を参照されたい。

本稿では生体内で産生される唯一の内因性阻害物質であ

るNG －モノメチルアルギニン（N G-monomethyl -L-

arginine ; NMMA, I）および NG, NG －ヂメチルアルギニ
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図－ 1 阻害物質及びその関連化合物の構造
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について解説する （図－ 1参照）。 これら生体内問害物

質の存在及びその代謝機構の存在は， NO 産生調節（制

御）機構が十分解明されていない現在，直接 NO 産生に

影響を持つ可能性のある機構としても注目されている。

内因性阻害剤としてのメチル化アルギニン

1987 年 Hibbs ら10）は lipopolysaccharide (LPS ）により

活性化されたマクロファージが示す細胞毒性発現機構の

研究において，アルギニンからの毒性成分（NO ）の産

生を阻害する化合物として，アルギニンのグアニジノ窒

素がメチル基で修飾された NMMA,ADMA を報告した。

NMMA,ADMA は ADMA の構造異性体である NG, N'G-

dimethyl-L-arginine; SOMA, Ill ）とともに， 1970 年柿本

らII ）によってヒトの尿中より単離・同定されたアミノ酸

類である。その由来が詳細に検討され，生体内タンパク

質の代謝回転に伴って体液中に遊離するアミノ酸類であ

ることが立証された。Paik とKim は12）タンパク質の生

合成の過程で，タンパク質中の塩基性アミノ酸残基の内，

アルギニン残基に特異的なプロテインメチラーゼ I [EC 

2. 1. 1. 23 ］によってメチル化を受けて生成する事を明ら

かにしている。微生物から高等動物まで全ての生物のタ

ンパク質中に見受けられる。タンパク質のメチル化を受

ける部位はタンパク質の構造や機能にも依存し，核や核

小体タンパク質，スクレオデルマ（scleroderma ）抗原，

ミエリン塩基性タンパク質等の解析から，グリシンクラ

スター（ -Gly-Arg-Gly －）と呼ばれる構造が同定されて

いる 13）。 晴乳動物においては核タンパク質中に比較的多

く存在し，タンパク質中の NMMA, ADMA, SOMA の分

布をみると ADMA が優位を占めている。体タンパク質

中での平均的存在量は，日甫乳動物で体タンパク質 l g 当

小！｜｜ 正

たり NMMA が0. 5-1. 0, 
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’ 
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の代謝回転によって絶え

ず体液中に遊離する NO

産生系の内因生阻害剤である。また，動物にとって摂取

タンパク質の消化吸収によ っても絶えず体内に取り込ま

れる化合物でもある。

メチル化アルギニン代謝酵素

体タンパク質の代謝回転に伴ってメチル化アルギニン

類は体液中に遊離してくるが全て尿中に排池されるの

ではなく ，図－ 2 に示される経路で活発に代謝される 15）。

図－ 2 内因性NO 産生阻害物質の生成・代謝機構と NO 産生阻害の様式
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3 種のメチルアルギニン類は全てが alanine : glyoxylate 

aminotransferase 2 (AGT 2 ) [EC2. 6.1. 44 ］によって対

応するケト酸へと代謝される。しかしながら，内因性阻

害剤として働く NMMA とADMA のみが dimethy larginine 

dimethylaminohydrolase (dimethylargininase , DDAH ) [EC3. 

5. 3.18 ］により，グアニジン部の C-N 結合が加水分解

的に切断されることによって対応するアミンとシトルリ

ンに分解される。DDAH は分子量33,000 の単純タンパ

ク質である。本酵素は SOMA や強力なアルギニン誘導

体型合成阻害剤として知られる NG －ニトロアルギニン

(NG-nitro-L -arginine ; NNA , V ), NG －アミノアルギニン

(NG-amino-L-arginine; NAA, VI ）等には全く作用せず，
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本酵素の基質特異性は極めて高く， K m 値は ADMA

(0.18mM), NMMA (0. 36mM ）である 16 ）。この反応で

生成したシトルリンは再び尿素サイクルを経てアルギニ

ンが再生され，再度 NOS の基質となる。 DDAH の反応

によってジメチルアルギニンからはジメチルアミンが遊

離するが，これも謎とされてきた発ガン性物質ニトロソ

ジメチルアミン生成の前駆体としての内因性ジメチルア

ミンの起源を解明するきっかけともなった17 ）。これに関

連して，日本人における胃ガンの原因とされる漬物（野

菜）の亜硝酸イオンと焼き魚由来のアミンから生成する

ニトロソアミンの生成は，胃液等の酸性条件下において

のみ可能であるとする既成概念が存在したが，後にも触

れるように， NOS によって生成する NO は非常に反応

性の高いラジカルであり 2 級アミンが存在すれば中性

条件下でも直ちにニトロソ化が進行する 18 ）ことも判明し，

感染時におけるマクロファージによる大量の NO 産生

（この時感染者の尿中には大量の亜硝酸，硝酸イオンが

排池される）と DDAH のジメチルアミン生成の現象は

別の意味で追求されなければならない研究課題として残

されている。もし これらのメチル化アルギニンが不要

な最終産物であるならば速やか尿中へ排池する事で問題

がないと考えられるが，この活発な分解機構が作動する

背景には，メチル化アルギニン類が示す強力な NOS 阻

害の作用機構について理解する必要がある。

DDAH による NMMA ADMA の代謝および DDAH の分布

著者らは DDAH に対するモノクローナル抗体を作製

し，ウエスタンプロット法によってラットにおける本酵

素の分布を検討した。ラットにおいては殆ど全ての臓器，

NO 産性組織，細胞（マクロファージ，好中球等）等に

酵素タンパク質が広く分布する 19 ）。 特に腎，肝， l革，脳

など主要臓器において高い活性の分布を認めた。また，

本酵素は広く哨乳動物の種間 臓器聞を越えて普遍的に

分布すると考えられる。特にラットの酵素については遺

伝子のクローニングに成功し 全アミノ酸配列を明らか

にした20 ）。ノーザンブロットにより本酵素が各種臓器で

発現していることが確認された。コンビューター検索に

よっても相向性を示すタンパク質の報告は見当たらない D

最近ヒトの遺伝子のクローニングにも成功して，ラット

の酵素との比較を行っている。一方 メチル＿14c 標識

NMMA,ADMA を投与したラットにおいて臓器中に放射

性モノあるいはジメチルアミンが速やかに出現し，続い

て尿中に排池されることを認め，ラ ット体内で ADMA,
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NMMA の DDAH による代謝系が活発に作動しているこ

とを示した17 ）。 Hecker ら21 ）はウシ血管内皮細胞において

NMMA からシトルリンが生成する事実を認め， DDAH

様酵素の存在を認めると同時に，本酵素が in vivo での

NMMA,ADMA の NOS 阻害活性を NNA,NAA などより

弱める要因になっていると推察した。一方， Fickling ら22)

は培養ヒト血管内皮細胞がその培養液中に ADMA を蓄

積すること，その濃度（培養 7 日目で2. 8μM, 5. lμg/101 

細胞）で LPS 活性化 1774 マクロファージの NO 産生を

40% 阻害することを明らかにしている。生体中では速や

かに分解されるが DDAH による分解と体タンパク質

からの遊離が平衡に達する定常状態における生体内濃度

（プール）は正確には測定しがたいが，表－ 1 に示す各

種組織における値が報告されている。

表－ 1 ラット組織中の遊離 NMMA 及び ADMA

組織 NMMA ADMA 

(nmol / g 新鮮組織重）

脈

球

）

臓

臓

肉

液

一

）

動

中

旬

脳

腎

牌

筋

血

一

他

大

好

0.16 

0.38 

1.13 

1. 04 

0.03 

0.30 

2.25 

7.03 

0.23 

0.14 

4.46 

0. go c) 

1. 18 c) 

5.04 

1. 25 c) 

7. 75 c) マクロファージ

a）文献24 ）から引用

b）文献 9 ）から引用

c) nmol / 108cells 

NMMA, ADMA による NOS の阻害

NMMA,ADMA の特徴は強度の差こそあれ全ての

NOS イソフォームを阻害することである。マクロファー

ジの NOS に対して，基質（アルギニン）存在下では可

逆的な措抗阻害（Ki: 13μM ）を示し，基質非存在下で

は，時間依存的，濃度依存的に不可逆的阻害が擬一次反

応（Kinact : 0. 07min- 1 , Ki : 2. 7μM ）で進行する。

NMMA による DDAH の阻害は酵素反応に必須の補酵素

の存在が必要であり， NMMA はいわゆる mechanism-
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based enzyme inhibitor であり，enzyme-activated irreversible 

inhibitor= suicide inhibitor （自殺基質）として働くことが

推定されている23）。 NMMA は一旦基質結合部位に結合

し，酵素反応中間体としてのヒドロキシ中間体を生成す

る。この中間体から生成したラジカルが基質結合部位か

ら離脱する前に，酵素タンパク質を共有結合的に修飾し，

不可逆的に不活性化すると説明がなされている。ちなみ

に，マクロファージや中枢神経系培養細胞にたいする

in vivo 実験で， NO 産生に対する NMMA のICso はそれ

ぞれ11. 8μM及び8.9μM である。しかしながら， NMMA

より強力な阻害剤とされる NNA ではそれぞれ212μM 及

び0.05μM と極端な差が認められ，これらを使い分ける

ことでin vivo での選択的阻害効果を期待できると考え

られている。

NMMA,ADMA 及び DDAH による NO産生の制御

既に， Vallance やMoncada らのグループによって，実

験的 ADMA の投与が末梢血管収縮に伴う血圧上昇を導

くことが明らかにされ，ヒトにおける ADMA の動脈投

与は前腕の血流を低下さすこと，ヒトの血禁中には

ADMA がNMMA に比べて10倍も多いことがなどが示さ

れている24lo ADMA 分解酵素の分布，尿中への排j世を

考慮すると， ADMA 量をコントロールしているのは腎

臓でないかと疑われ，事実，腎疾患患者において ADMA

の蓄積，排地異常も報告されている25）。

近年， DDAH やADMA が実際に in vivo でNO産生系

の制御に関与している証拠が， Mac Allister らと著者らの

共同研究において DDAH の特異的阻害剤を利用した研

究によって明らかにされた26）。もし DDAH によって細

胞や組織における NMMA,ADMA 量が調節されている

なら， DDAH の作用を抑制すると， NMMA やADMA

の蓄積がおこり，濃度がある程度上昇すればNO 産生系

は全身的に阻害を受けることになる。もし，阻害が血管

内皮細胞で起こればNO 産生の阻害に伴って血管収縮を

誘導し，血圧上昇をもたらすこととなる。 DDAH を阻

害はするがNO 産生系に直接影響を与えない化合物の検

索を行い， NMMA のメチレン基の l個短いL- 2 －アミ

ノー 4 - ( 3 －メチルグアニジノ）－酪酸（L- 2 -amino- 4 -

( 3 -methylguanidino) butyric acid ; 4124W, IV）が有効で

あることを見いだした（図－ 3 (a), (b), (c））。ラット

肝臓のホモジェネートにおいて NMMA からシトルリン

生成阻害がICso: 416μM ，ヒト培養血管内皮細胞

(SGHEC- 7）における NMMA からシトルリンへの細

小川 正

図－ 3 ラットの肝臓ホモジネート中の DDAH 及び精製DDAH
活性（女）に及ぼす各種阻害剤の影響（a）と血管内度細胞由来培
養細胞（SGHEC- 7）中のDDAH 活性に対する各種阻害剤の影響
(b），およびヒト胎盤内皮細胞由来NO産生酵素活性に及ぼす4124
W の影響（c)
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注： (a), (b）において4124W は強く DDAH を阻害していること
を示している。 SOMA 以外は全て DDAH を括抗的に阻害する。使
用した阻害剤の濃度はすべて lmM (4124W, ADMA, Cit において
有意に差が認められる。n= 6～9, p<0.005 ）。（c）において4124W
はNO産生酵素に影響を与えないことを示している。活性はcontrol
に対する%。（ 4124W のlμM～ lmM の濃度において有為な差が
認められない。 n= 6) 
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胞内における転換阻害の ICso が250μM である。ヒト血

管内皮細胞由来培養細胞 SGHEC- 7 の培養液への4124W

の添加によって培養液中に遊離する ADMA 濃度は3.1

μM から5.0μM に増加する（n= 15, P< 0. 005 ）。一方で，

ADMA の構造異性体で NO 合成を阻害しない SOMA の

蓄積は認められない。この事実は著者らが明らかにした

DDAH の基質特異性（SOMA は全く基質とならない），

あるいは SOMA の代謝系である AGT2 によるトランス

アミネーションによる消去反応を裏付けている。また，

ラット大動脈リングを用いた実験で， l m M の4124W

の添加によって内皮細胞依存性収縮 (lOOnM 濃度エピ

ネフリンによる収縮に換算してその約80% に相当）が観

察された（図－ 4 ）。この収縮効果はlOOμM アルギンの

図－ 4 フェニレフリン前処理収縮ラ ット大動脈のカルパコール
に対する内皮依存性弛緩反応に及ぼす4124W (a）及び NMMA(b )

の効果 （文献26 より引用）。
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(a ）の412 准W は微少で穏和な収縮を惹起し、この反応はアルギニ
ンの投与により回復するが、 4124W の場合は（b）の NMMA の場
合に比べて鋭敏に応答する。
PE ：フェニレフリン、 CCh ：カルノくコール、 Arg: L －アルギニン；
（ ）内の数字は各試薬の濃度（一logM )

添加によって回復する。また， 4124W 1 m M の添加によっ

てヒト伏在静脈を用いたブラジキニンによる血管弛緩の

約20% 回復が観察された。このことは， DDAH の阻害

によって NO 産生系を阻害するに十分な内因性阻害物質

ADMA あるいは NMMA が蓄積する事を示唆している。

これらの事実は DDAH 活性に何らかの異常が生じれば

NO 産生に影響が出ることを示唆するとともに，それに
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伴い何らかの病理的生理的異常による病態発現への関与

を予想させる。

Bogle ら27 ）の実験によれば， SGHEC-7 の ADMA,

NMMA の取り込みは担体に依存した吸収機構によるも

ので， NO 産生誘導と同調して活性化され（誘導され）

吸収が増強される。アルギニンや他のアルギニン誘導体

もこの吸収機構で取り込まれる。また，この活性化は細

胞によって異なることが期待され NO 産生系の選択的

制御を可能にすると期待される。

Matsuoka らお）は実験的に高血圧を発症するモデル動

物を用いて内因性阻害物質 NMMA ADMA の作用機構

を検討している。Dahl 食塩感受性ラット（DS ）におい

ては慢性的アルギニン投与が血圧上昇を抑制し得ること，

基礎的 NO 産生が低い事実に基づいて，内因性阻害物質

ADMA がアルギニンと競合して阻害作用を示し高血圧

発症を導いているのではないかとの仮説に基づいて実験

を行っている。 DS に高食塩食を与えると血圧が上昇し，

同時に尿中 NOx の排池が低下し ADMA の排池量が増

加する。これに対して食塩耐性ラット（DR ）は食塩投

与においても血圧の変化を示さず，尿中 ADMA,NOx の

排池増加も観察されなかった。 しかし， DS における

ADMA の増加はその分解に関わる酵素系 DDAH の存在

量や活性とは無関係に増加することが示された。平均血

圧と尿中 ADMA 排池量の聞には正の相関が認められた

ことから，内因性阻害物質 ADMA が DS の高血圧発症

に深く関与していることを示唆している。また，自然発

症高血圧ラット（SHR ）においては正常なラットに比べ

て有意に多量の NOx を排池しており， ADMA について

は正常ラットの排池量よりも低い値を示すことを明らか

にしている。従って 現在のところ SHR の高血圧発症

とADMA の聞には直接的な関係はないものと考えられ

ている。

Faraci ら29）は脳中の ADMA 濃度が高いことに注目し，

脳血管系に及ぼす内因性阻害物質の影響について検討し

ている。ラットと兎の頭蓋窓から ADMA を投与して NO

合成の50% 阻害濃度を検討した結果，それぞれ大脳で

ADMA; 2.3μM ，小脳で ADMA; l.3μM であること，

基底動脈において10 およびlOOμM の ADMA で 9および

19% の収縮が生じることを認めた。またアセチルコリン

による弛緩は抑制されるが ニトロプルシッドによる弛

緩は影響を受けない。これらの事実から ADMA が脳中

の NO 合成のモジュレーターとして機能している可能性

を強く示唆した。
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神経系と血圧の関係に及ぼす内因性阻害剤の影響に関

する Jin ら30 ）の研究では，阻害剤の脳室内投与は，合成

阻害剤 NAME (NNA のメチルエステル）が動脈血圧を

上昇させ，心拍数を減少する方向に作用するのに対して，

内因性阻害剤 ADMA は血圧心拍数の両方を下げる。

この時，顕著に圧受容反射（心拍数の変化量／血圧の変

化量）が阻害されることを示した。このことは，圧受容

反射機能の制御に中枢 NO が何らかの関わりを持つこと

を示唆するものとして注目される。一方， ADMA は静

脈投与の実験から，血管内皮性の cNOS を阻害し，心循

環機能の制御に関与するが，さらに NO 合成阻害の機構

以外の別の機構によっても制御に関与していることを示

した。

近年アテローム性動脈硬化症の病態に ADMA が関与

する可能性が指摘されている。Bode-Boger ら31）は高コ

レステロール食で飼育したウサギにおいて血柴 ADMA

濃度は約 9 μmol/1 と正常ウサギの 9 倍にも増加し，血

中におけるアルギニン／ADMA 比が減少することが病

態発現に関係があると示唆している。事実，アルギニン

の投与はこの比を改善し， NO 産生を正常化し，動脈硬

化症状の組織学的改善に有効に働くことが示されている。

この他， ADMA の増加（蓄積）を伴う疾患として，子

痢前症の患者（血中濃度；正常の 2倍）32 ）や末期的慢性

腎不全患者（透析中の患者血禁中濃度4. 5μmol 凡正常；

0. 6μmol/I) 25）等の例が挙げられる。実験的腎不全ラッ

トでは血液中 ADMA 濃度の上昇により， NO の産生が

抑制されていることも報告されている。

（おわりに）

内因性 NOS 阻害物質である NMMA ADMA とその生

体内濃度調節に深く関係する DDAH の存在は，正常な

NO 産生機能を維持する上で重要であり，あらゆる組織，

細胞において NO 産生調節機構の一翼を担っていると考

えられる証拠が蓄積されつつある。従って，内因性 NOS

阻害物質の代謝異常は， NO を介した生体のホメオスタ

シスに異常をもたらし，種々の病態の発現につながるも

のとして注目され，今後更なる詳細な検討が期待される。
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SUMMARY 

Nitric oxide is synthesized in various tissues and plays a role in wide and diverse range of 

physiological process such as vasodilation at cardiovascular system, inhibition of platelet aggregation, 

cytotoxic effect of phagocytic cells,and so on. Remarkable progress in the studies on a biological 

function of nitric oxide have been made by the technical use of various inhibitor of nitric oxide 

synthase. Now the interest in the possibility, that the inhibitors of nitric oxide synthase may be the 

important drugs for the various diseases, is growing in the field of clinical invesigation of nitric oxide. 

In this review, the properties of the endogenous inhibitors, N°-monomethyl-L-arginine and NG, NG-

dimethyl-L-arginine which 紅 e derived from the proteins methylated post －仕組slationally, and their 

metabolic significance including the enzyme, dimethylarginine dimethylaminohydrolase as a possible 

regulatory system of nitric oxide function in tissues. 

Key words : nitric oxide, nitric oxide synthase, methylated arginines, post-translational modification, 

endogenous inhibitors 


