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緒 言

グアニジノ化合物は生体 内に広 く分布 してお

り,尿 素生成におけるarginine (Arg)や 筋 収

縮 におけるcreatinine (CRN)な どの ごとく,

哺乳動物での極めて重要な役割が知 られている

反面,そ れ らの毒性 に関 しても古来,多 くの報

告がなされてい る1).

Brieger2)はCRNが コ レラ菌に よって分解 さ

れてmethylguanidin (MG)が 生成 され るこ と

を明 らかにす るとともに,MGを 実 験動物に投

与する と呼吸 困難,筋 線維性収縮及び全身けい

れん を誘発す ることを,す でに1887年 に報告 し

てお り,20世 紀 の初期 にはguanidine (G)や そ

の他のG誘 導体の神経毒性,特 に強直性けいれ

んを起 こすテタヌスの病因物質 としての研究が

若干報告 されている3-7).

Jinnaiら8)は γ-guanidinobutyric acid

 (GBA)を ウサギの大槽 内に注入す ると強直性,

間代性 けいれんが誘発す ることを観察 し,脳 波

学的にグアニジノ化合物 による発作波 を1966年

に 初 め て記 録 し,続 い てguanidinoethane-

sulfonic acid (taurocyamine (GES))9),

 guanidinoacetic acid (GAA) 10), creatine,

 CRN, creatine phosphate, N-acetylarginine

 (NAA)11),及 びMG12)な どもウサギ大槽内に注

入す るとけいれん を誘発す ることを観察 してい

る.ま たその後 も, α-guanidinoglutaric acid

 (GGA)13),14), homoarginine (HArg)15), δ-

guanidinovaleric acid16), α-keto-δ-

guanidinovaleric acid17),及 び2-

guanidinoethanol18)も ラッ トなどの実験動物のけ

いれんあるいは脳波記録 による発作 波 を誘発す

ることが,当 研究室において見いだされて きた1).

また最近になってMGが キン ドリングラッ ト脳

において著明に増加することも明 らかにされた19).

他 方,1968年Cohenら20)がguanidinosuc

cinic acid (GSA)を 尿毒症患者の血清か ら分離

同定 したのに端 を発 し,尿 毒症 の発症並 びに病

態におけるGSA,MG,GAA,CRNな どのグ

アニ ジノ化合物の関与様式が活発 に研究 されて

いる21).ま た,Terheggenら22)に よ る高アルギ

ニン血症の発見は臨床学的のみな らず,遺 伝学

的にも非常 に興味あ るもの であ り,本 疾患患者

の 血 中 に 特 異 的 に検 出 さ れ る α-keto-δ-

guanidinovaleric acidは け いれん誘発物質 であ

るこ とが,当 研究室 との共 同研究に より明 らか

に されてい る17).さ て,当 研究室においては,こ

こ十数年来,外 傷性てんかんの成因に関す る研

究が行 われてい るが,て んかん焦点形成 のメカ

ニ ズムには,頭 部外傷に よる出血,溢 血に端 を

発す る血球 よ りのhemoglobin,さ らに鉄 イオン

の遊離 と,そ れ らを介す る活性酸素種(O-2, ・OH

及 びH2O2)の 発 生が重要 な役割 を演ず ることが

明らかになった22～24).す なわち,外 傷部組織内

にhemoglobinあ るいは鉄 イオンを介 して発生

した活性酸素種,特 に ・OHは 強 い過酸化作用

を有 し,神 経細胞膜 を構成す る不飽和脂質 を過

酸化 して神経細胞膜障害 をお こさせ るが,他 方,

ラ ッ ト脳ホモジェネー トに鉄塩 を過 酸化水素 と
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ともに投与すると ・OHが 発生し,MG及 びGAA

が著 明に生成す ることが見いだされている25).ま

た さらに,マ ウスを高濃度酸素 にて長期飼育す

るとO-2及 び ・OHの 発 生が亢進 し,過 酸化脂

質生成 の指標 とされ るthiobarbituric acid

 reactive substances (TBARS)の 生 成が亢進す

ること,及 びO-2の 発 生 に対す る防御機構 とさ

れ るsuperoxide dismutase (SOD)活 性 が亢進

す るこ となどが明 らかにされている26).従 って,

本 研究においてはマ ウスに純酸素 を負荷 した場

合,並 びに クエ ン酸鉄 を投与 した場合 について,

脳,血 清,肝,腎 及び筋組織中のグアニ ジノ化

合物の変動 を測定 し,活 性酸素種の生体内グア

ニジノ化合物に及ぼす影響 を検討 した.

実 験 方 法

1. 実 験動物

体重約30gの マ ウス(ddY系,雄)を 使用 し,

室 温24℃ で飼育 した.飼 料 は,オ リエンタル酵

母株式会社製MFを 使用 し,水 は給水 ビンで 自

由に摂水させ た.

2. 鉄塩 投与法

Ferric citrate (FeC6H5O7: 10mg Fe3+/kg体

重)を 隔 日に腹腔内投与 し,第3回 目の投与の

翌 日屠殺 した.

3. 酸 素 負荷法

内部 を100%酸 素(O2)に 保 つ よ うに特別に作

成 したマウス飼育ケ-ジ 内にてガスボンベ よ り

純O2ガ スを通気 しなが ら1週 間飼育 した.

4. 分 析 試料の作成

マウスを頸椎脱臼によ り屠殺後,氷 盤上 にて

脳,肝,腎,筋(腓 腹 筋)を 摘 出 した.ま た,

血 液 よ り血清 を分離 した,こ れ らの試料 は分析

実験 まで-80℃ に保存 した.

5. グア ニ ジノ化合物 の分析

それ ぞれの組織に1% picric acidを 加 え,

テ フロン棒付 ガラス管でホモジェナイズ した.

つ いでホモ ジェネー トを遠心分離 し,得 られた

上清にDowex 2×8を 加 え,picric acidを 除

去後,ろ 過 した.血 清には1/2量 のtrichloro

acetic acid (30%)を 加 えて除蛋 白した.つ い

でそれ らの ろ過液 を減圧乾 固し,残 査 を0.01N・

HCl (pH 2.2)で 溶解後,そ の200μlをphenanth

renequinon反 応 を 繰 み 込 ん だ 高 速 液 体 ク ロマ ト

グ ラ フ(Jasco,東 京)を 用 い て,グ ア ニ ジ ノ 化

合 物 の 分 析 を行 っ た.な お,グ ア ニ ジ ノ化 合 物

の 分 析 条 件 は 次 の 通 り で あ る:カ ラ ム,

 Guanidino pak (4.2×125mm, Jasco,東 京):

カ ラ ム 温 度,70℃;溶 出 液 の 流 速, 1-1ml/min;

 phenanthrenequinone溶 液 の 流 速, 0.5ml/

min; NaOH溶 液 の 流 速,0.5ml/min;恒 温 槽,

70℃;反 応 コ イ ル,0.5mm I.D.×5m;検 出 器,

蛍 光 光 度 計(Jasco FP-110,Ex365nm,Em495

nm);試 料,200μl;溶 出 液, (1) pH 3.00, 0.4N

 citrate buffer (10.3分) (2) pH 3.50, 0.4N citrate

 buffer (4.0分) (3) pH 5.25, 0.4N citrate buffer

 (4.2分) (4) pH 10.0, 0.4N citrate buffer (9.4

分) (5) 1N・NaOH (5.2分);蛍 光 試 薬, (1) 2N・

NaOH, (2) 9, 10-phenanthrenequinone/

dimethyl formamide (250mg/l).

6. 実 験 試 薬

Ferric citrate(片 山 化 学), GSA, guanidino

propionic acid (GPA) (Sigma), NAA・H2O 

(Eastman), HArg・HCl (Calbiochem), G・

HCl及 びMG・HCl(東 京 化 成),Arg(片 山 化

学),GBA(第 一 薬 品),CRN(半 井 化 学),GAA

(和 光 純 薬)及 びGES(小 野 薬 品)を 使 用 し た.

GGAはMori et al.27)に よ っ て合 成 さ れ た も

の を使 用 し た.

7. 有 意 差 検 定

有 意 差 検 定 は, two-tailed Student's t-testを

用 い て 行 っ た.

実 験 結 果

1. マ ウ ス 脳 内 グ ア ニ ジ ノ化 合 物

Fig. 1Aは,12種 の グ ア ニ ジ ノ化 合 物 標 品 混

合 液 の ク ロ マ トグ ラ ム で あ る.左 よ りGES (10

μM), GSA (5μM), GGA (20μM), GAA (3

μM), NAA (3μM), GPA (3μM), CRN (50

μM), GBA (20μM), Arg (20μM), HArg (10

μM), G (20μM)及 びMG (2μM)の 順 に そ

れ ら のpeakが 出 現 し た.Fig. 1Bは,対 照 マ

ウ ス 脳 の 分 析 例 で あ る.マ ウ ス 脳 か ら,そ れ ぞ

れGAA, NAA, CRN, GBA, Arg及 びMG

が 検 出 定 置 さ れ た.
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Fig. 1 Chromatogram of guanidino com

pounds.
A. Standard substances, B. mouse brain.

2. クエ ン酸第二鉄投与に よるグアニ ジノ化合

物 の変動

1) Guanidinoacetic acid (GAA)

Fe投 与 に より腎GAA含 有 量が著明に減

少 し,筋GAA含 有 量はわずか なが ら有意 に

増加 した.脳,肝,及 び血清GAA含 有 量 に

は有意の変動 は認め られなか った(Fig. 2A).

2) N-Acetylarginine (NAA)

Fe投 与 によ り腎NAA含 有 量が著 明に減

少 した.他 の臓器及び血清 には変動 は認め ら

れなか った(Fig. 2B).

Fig. 2 Effect of ferric citrate on guanidino compounds levels in verious organs Each value represents 

mean•}SEM of 8 to 11 mice. a: p<0.05, b: p<0.01, c: p<0.001 vs control. A:

 guanidinoacetic acid, B: N-acetylarginine, C: creatinine, D: ƒÁ-guanidinobutyric acid, E: ar

ginine, F: methylguanidine•¡ Control _??_ +Fe
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3) Creatinine (CRN)

Fe投 与 によ り肝CRN含 有 量が有意に減

少 した.他 の臓器及び血清には有意の変動は

認め られなかった(Fig. 2C).

4) γ-Guanidinobutyric acid (GBA)

Fe投 与 に より肝GBA含 有量が著明に減

少 した.他 の臓器及び血清には変動は認め ら

れなか った(Fig. 2D).

5) Arginine (Arg)

Fe投 与 により肝Arg含 有が有意に減少 し,

腎及 び筋Arg含 有 量は逆に増加 した.脳 及び

血清Arg含 有 量には有意な変動 は認め られな

か った(Fig. 2E).

6) Methylguanidine (MG)

Fe投 与 によ り脳MG含 有量が著明 に増加

した.腎 及 び血清MG含 有量 も増加 してい る

が,統 計学的には有意差が認め られ なかった.

肝MG含 有 量は逆に有意に減少 した(Fig. 2

F).

Fig. 3 Effect of pure oxygen on guanidino compounds levels in various organs Each value represents

 mean±SEM of 8 to 11 mice. a: p<0.05, b: p<0.01, c: p<0.001 vs control. A:

 guanidinoacetic acid, B: N-acetylarginine, C: creatinine, D: γ-guanidinobutyric acid, E

: arginine, F: methylguanidine ■ Control □ +O2

3. 純 酸素 負荷 によるグアニジノ化合物の変動

1) Guanidinoacetic acid (GAA)

O2負 荷 に より腎GAA含 有 量が著 明に減少

し,筋GAA含 有 量は有意に増加 した.脳,

肝,及 び血清GAA含 有 量には有意 の変動 は
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認め られなか った(Fig. 3A).

2) N-Acetylarginine (NAA)

O2負 荷 によ り腎NAA含 有 量は著明に減少

し,血 清NAA含 有 量は有意 に減少 した.他

の臓器 には変動は認められなかった(Fig. 3B).

3) Creatinine (CRN)

O2負 荷 によ り肝及 び筋CRN含 有 量が有意

に減少 した.脳,腎 及び血清CRN含 有量 に

は有意の差は認め られなか った(Fig. 3C).

4) γ-Guanidinobutyric acid (GBA)

O2負 荷 によ り肝GBA含 有 量が著明に減少

した.他 の臓器及び血清GBA含 有 量には変

動は認め られなか った(Fig. 3D).

5) Arginine (Arg)

O2負 荷 により腎及び筋Arg含 有 量が有意に

減少 した.脳,肝,及 び血清Arg含 有 量には

変動は認め られなかった(Fig. 3E).

6) Methylguanidine (MG)

O2負 荷 により脳MG含 有量が著明に増加 し

た.肝,腎 及 び筋MG含 有量は逆に有 意に減

少 した.血 清MG含 有 量には変動は認められ

なかった(Fig. 3F).

考 察

先に当研 究室の福 島は25)ラッ ト脳 内に塩 化第

二鉄溶液 を注入 して,MG及 びGAAが 増 加す

ることを見いだす とともに,脳 ホモ ジェネー ト

へ鉄塩 と過酸化水素 を添加す ると急激に ・OH及

び過酸化中間体 ラジカルが増加す ることを報告

している.本 研究においては,種 々の鉄塩の う

ち比較的過酸化作用の強い ことが知 られてい る

ferric citrate28)を マ ウス腹腔内に投与す るとと

もに,マ ウスを純酸素 中に飼育 して直接酸素ス

トレスを負荷 して生体 内グアニ ジノ化合物の変

動 を調べ た結果,脳 内にMGが 増加 することの

ほか,他 のグアニジノ化合物 について も種々の

変化が認め られた.

GAAは 慢性 腎不全患老の血清 中においては増

加 し,尿 中排泄が減少 していることが知 られて

いる29,30).ま たGAAは け いれん誘発作用のあ

ることも知 られてお り1)MGと ともに腎不全に伴

うけいれんの原因物質の1つ であ ると想定 され

てい る.GAAは 生 体 内では主 として腎において

glycineとArgか らtransamidinaseに よ って

生成 され ることが知 られている31).従 ってGAA

含 有 量は腎において特に高いが,Fe投 与 及びO2

負 荷 に よ っ て 著 明 に 減 少 す る の はtrans

amidinase活 性 の阻害によることが推定 され る.

NAAは 最 初Ohkusu and Mori32)に よ って ウ

シ脳 中に発見 された グアニ ジノ化合物 で諸臓器

中特に腎に高濃度に存在 してお り, Argと ほ ぼ

等量であることが知 られてい る.NAAに つ い

ての知 見は生化 学的 にもとぼ しいが,Fe投 与

及びO2負 荷 によって著 明に減少す るのはGAA

生 成 に関与するtransamidinaseと 同様に,NAA

のN-acetyl化 に 関 与 す る 酵 素(N-

acetyltransferase)の 活性 阻害が推定 され る.

CRNの 筋 収 縮 機 構 に 関 す る重 要 な 役 割

(Lohmann反 応33))に つ いては古来知 られてい

るところであ るが,本 研 究の成績 もCRN含 有

量は筋に特に高か った.CRNは 肝 においてはFe

投 与によ り,ま た肝,筋 においてはO2負 荷 によ

り減少 した.CRNは 生 体 内ではcreatineを 介

してGAAか ら生成 され るが,本 研 究において

は肝及 び筋におけるGAAは いずれ も減少 して

いないので,GAAか らの生成過程のいずれかの

活性阻害が予想 され る.

GBAは 肝 に特 異的に高濃度に存在す ることが

認め られた.GBAは 哺乳動物においてはArg

と γ-aminobutyric acidと のtransamidination

反 応 による生成が報告 されているが34),肝 に は

γ-aminobutyric acidは ほ とん ど存在 しないの

で,肝 におけ るtransamidinationに よる生成過

程 は疑問である.従 ってFe投 与 及びO2負 荷に

より肝GBAが 著 明に減少す る原因 も不 明であ

る.

ArgはCRNに つ いで高 濃度に存在す るグア

ニ ジノ化合物 であ り,グ アニジノ化合物 の代謝

に とってはtransamidination反 応 におけ る

amidine基 供 与体 として,そ の 中心 とな る物質

であるが,Fe投 与 に より腎及び筋にお いてArg

含 有 量が増加 し,肝 においては逆に減少 した.

哺乳動物においてはArgはtransamidinaseに

よってamidine基 を失 ってornithineに な るほ

か,arginaseに よ ってlysineを 生 成す る.ま

た,前 述の如 くN-ア セチル化 されてNAAを
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生成す るこ となども考 えられる.従 って,Feに

よ る腎及び筋のArg含 有 量の増加 は,GAAや

GBAに つ いて想定 されたtransamidinase活 性

のみの阻害を考える他に,arginase活 性 の阻害35)

な ど も考慮せねばな らない.な お,Feに よ る肝

Arg含 有 量の減少,及 びO2負 荷 による腎及び筋

のArg含 有 量の減少 は,Feあ るいはO2負 荷

によ り組織 内に発生 したO-2及 び ・OHな どの活

性酸素種 による細胞膜障害36)に基づ くArgの 細

胞内取 り込み機能 の障害による可能性が考え ら

れ る.こ の細胞膜機能障害は勿論他 臓器 におい

てもおこってい るこ とが推定 され るけれ ども,

Argの 代 謝過程の抑制度 との相対的 な関係で,

結 果的に,Arg含 有 量の増加 となる場合,一 見

不変 となる場合,あ るいは減少 となる場合 があ

るのか もしれない.

MGが 慢 性腎不全患者血漿 中に著 明に増加 す

ることがGiovanettiら37,38)に よって報告 されて

以来,腎 不全原 因物質 としてのMGに 関する研 究

が 多 く報告 されている39).さ らに,MGは ウサ

ギなどの実験動物の大槽内に投与す ると反復 し

て間代性けいれんが誘発 されること12)やキン ドリ

ングラ ッ トの脳 中にGAAと ともに増加す るこ

と19)などが明 らかにされ,内 因性神経毒性物質あ

るいはけいれん物質 としてのMGが 最近注 目さ

れている.MGは 生 体 内ではCRNよ りcreatol

を介 して生成され るが,そ の過程 は活性酸素種

(O-2,・OH)に よ り促進す るこ とが明 らかにされ

ている40,41).本 実 験 においてMGがFe投 与 あ

るいはO2負 荷によって脳 内に増加す ることが観

察 されたが,こ れはFeあ るいは高濃度O2が 生

体 内で活性酸素種 を発生 させ るこ とに基づ くも

の と考 えられ る36,42).な お,MGの 生 成増加 が

脳においてのみ認め られ るのは,脳 の酸素消 費

量が他 の諸臓器 に比 し極 めて大量 であ るこ と,

従 って,Fig. 4に 示す ご とくO2よ り還元されて

生ずるO-2, H2O2及 び ・OHの 発 生の効率が大

きいこ とに よるもの と考 えられ る.他 方,肝 に

おいてはFe投 与において,ま た肝,腎,筋 に

おいてはO2負 荷に よ りMG値 が減少 している

が,こ れ らの臓器においてはFeあ るいは酸素

が,MG生 成系への影響 以上 に他の細胞障害に

関与す る機構 に強 く関与 した結果,全 般的 に細

胞機能の低 下 をきた してい ることが想定 され る.

Fig. 4 The four step reduction of oxygen and 

iron

catalysed •EOH formation

結 論

1. クエ ン酸 第二鉄 をマウス腹腔内に投与 し

た群 と純酸素(O2:100%)中 でマ ウスを飼育 し

て,直 接O2ス トレスを負荷 した群 の,生 体内 グ

アニジノ化合物 の変動 を調べ た.

2. GAAとNAA量 は腎に多 く,Fe投 与

及びO2負 荷 によって,腎 において減少 した.

3. CRNはFe投 与 によ り肝で有意 に減少

し,O2負 荷 に より肝,筋 で有意 に減少 した.

4. GBAは,肝 に特異的に高濃度に存在 し,

Fe投 与 及びO2負 荷 によって,肝GBA含 有 量

は著 明に減少 した.

5. ArgはFe投 与 に より腎及び筋において

増加 し,肝 においては有意に減少 した.O2負 荷

によ り腎及び筋にお いて有意 に減少 した.

6. MGはFe投 与 及びO2負 荷 に よって,

脳 において増加 した.一 方,Fe投 与 により肝MG

含 有量 は減少 し,O2負 荷 によ り肝,腎,筋 にお

いてMG含 有量 は減少 した.MGの 生 成増加

が脳 内においてのみ認め られた.こ れは脳のO2

消 費量が他 の諸臓器に比 して極めて大量である

ことよ り,O2か ら還元 されて生ず るO-2, H2O2

及 び ・OHの 発 生 の効率 が大 きいこ とに よるも

の と考 えられた.

稿 を終えるに臨み,終 始御懇篤な御指導 と御校閲

を賜 りました森 昭胤教授,直 接御指導いただきま

した枝松 礼学士に深く感謝の意を捧げます.ま た
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本研究に御協力いただきました研究室の皆様に心よ り御礼申し上げます.
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Effects of ferric citrate or hyperoxygenation on guanidino compounds

 in mouse organs

Seigo WATANABE

Department of Neuroscience, 

Institute of Molecular and Cellular Medicine,

 Okayama University Medical School,

 Okayama 700, Japan

 (Director: Prof. A. Mori)

The guanidino compounds in various mouse organs after i. p. administration of ferric 

citrate (Fe) and after inhalation of pure oxygen(O2) were studied.

Guanidinoacetic acid and N-acetylarginine levels were markedly higher in the kidney, and 

they decreased after administration of Fe or inhalation of O2. Creatinine decreased in the liver 

after administration of Fe, and it decreased in the liver and muscle after inhalation of O2. ƒÁ

-Guanidinobutyric acid level was significantly higher in the normal liver, but decreased after 

administration of Fe or inhalation of O2. Arginine (Arg) increased in the kidney and muscle 

after administration of Fe, while it decreased in the liver. Arg decreased in the kidney and the 

muscle after inhalation of O2.

Methylguanidine (MG) increased in the brain after administration of Fe or inhalation of O2. 

However, MG decreased in the liver after administration of Fe, and also decreased in the liver, 

kidney and muscle after inhalation of O2.

MG increased only in the brain. This finding suggested that the reactive oxygen species (O-2, 

H2O2, •EOH) were most effective there, because oxygen consumpution in the brain was much 

more than in the other organs.


