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緒 言

肝臓 は尿素 合成 を含 む窒素 代 謝に とっ て必須

の臓 器 であ る.肝 不 全 時,ア ミノ窯素処 理 能の

低下 に よ り,高 ア ンモニ ア魔症 や高 ア ミノ酸血

症 を呈す るが,そ の他 の窒素 化 合物 の動 態 は詳

し くは わ か っ て い な い.グ ア ニ ジ ノ化 合 物

(guanidino-compounds,以 下GC)は 腎不 全時

の毒 性物 質 として注 目 され て いるが,こ の うち

で グア ニ ジ ノ酢酸(guanidinoacetic acid,以 下

GAA)は 急性 肝不 全時 に その血 中濃度 が増 加す

るこ とが 報告 され て い る1).この 面 中GAA増 加

の機 序 を解 明す るため,ラ ッ トの急性肝 不 全 モ

デルに お いて血板 肝,腎 の(sC濃 度 を調 べ,同

時 にGAAの 産生 酵素 であ る腎の グリシンア ミヂ

ノ トランスフェラーゼ(Glycine amidinotransfer

ase,以 下GAT)の 活性,お よびGAAの 分解

酵素 であ る肝 のGAAメ チ ル トラ ンスフェラーゼ

(GAA-methyltransferase,以 下GAA-MT)

の活 性 を調べ,若 干 の興 味 あ る知 見 を得 たので

報告 す る.

実 験 方 法

(1) S-D系 雄 性 ラ ッ ト〈体 重約250g)を 用 い,

自由摂 食,自 由摂水 に て飼 育 した.

(2) D-ガ ラク トサ ミン1g/kgを 腹 腔 内投 与 し,

急性 肝不会 モデル を作成 した2).投与 後24時 間経

過 した もの をA群,投 与 後48時 間経過 した もの

をB群 と し,D-ガ ラ ク トサ ミン非 投与 の もの

を対照群(C群)と した.各 群 の ラッ トはペ ン ト

バル ビター ル50mg/kgを 腹腔 丙投 与 して麻酔 した

後開腹 し,大 動 脈 よ り採 血 し,血 清 を得 た.次

に冷却 したへ パ リン生 食にて濯 流 した後,肝 お

よび 腎を摘 出,直 ちに氷冷 下 にお いた.肝 実 質

お よび腎皮質 は9倍 量の蒸 留水 を加 えて ホモ ジ

ネー トした後, 1000×Gで10分 間遠心分 離 し,

この上清 を2分 間超 音波処理 し,試 料 と した.

GCの 定 量は次 の よ うに して行 なった.各 試 料

に終濃度10%の トリクロル酢酸(TCA)を 加 え

除蛋 自 し, 0.45mμ の メンブ レンフ ィル ター(ミ

リポ ア コー ポ レー シ ョン製)で 濾過 した後,高

速 液体 クロマ トグラフ ィー(轟 津杜 製LC-3A,

 ISC-05/SO504カ ラムを装着 〉 を適用 した.分

離 はpHを 変化 させ た クエ ン酸緩衝 液 を用 い たス

テ ップ グ ラジエ ン ト溶出法 で行 な つた.溶 出液

は55℃ でニ ン ヒ ドリン反応 を用 いて定 量 した3).

測 定項 目は,ク レアチ ン(CR),グ アニ ジ ノ酢酸,

アル ギニ ン(ARG)で あ る.

腎のGAT活 性 の測定 は,腎 皮質 試料 を50mM

 Tris緩 衝 液(pH 7.4)に て10借 に希 釈 したの ち,

 Van Pilsumの 方法4)にて行 な った.

肝 のGAA-MT活 性 の測定 は次 のように して

行 な った.肝 実 質試 料 を50mM Tris緩 衝 液(pH

 7.4)に て5あ るいは10倍 希 釈 した後,Imら の

方 法5)はこ準 して試料0.2mKlに, 2mM GAA, 2

mM adenosylmethionine, 2mM dithioth

reito1を 含む50mM Tris緩 衝 液(pH 7.4) 0.8ml

を混 合 し,ただ ちに終 濃度10%のTCAに て 除蛋
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白 した もの,お よび60分 間反 応 させTCAに て反

応 を止め た もの につ いて,高 速 液体 クロマ トグ

ラ フ ィでCRを 定量 し,生 成 され たCR量 によっ

て,肝 のGAA-MTの 活性 を計 算 した.

蛋 白定 量 は 腎お よび肝 の試料 につ いて ビュー

レ ッ ト法 に よ り行 な った.

オ ルニ チ ンカルバ ミー ル トラ ンスフ ェ ラーゼ

(Ornithinecarbamyltransferase,以 下OCT)

活 性 の測 定 はOCT測 定 用 キ ッ ト(和 光純 薬社

製)を 用 い て行 な い,肝 障害 の指標 とした.

血 中尿 素窒素(BUN)お よび血 中 クレア チニ

ン値 は それ ぞれ和光 純薬 社製 測定 キ ッ トを用い

て測 定 し腎障 害の 指標 と した.

各 測定 値 は平均 お よび標準 偏差 で表示 した.

有 意差 の検 定 は, 3群 間 の 比 較 に はKruskal

Wallisの 検 定 を,各2群 間 の比 較 に はMann

WhitneyのU検 定 を用 い, P<0.1を 有意 差 あ

りとした.

結 果

1) 腎GAT活 性 を同一 の試料 の希 釈倍 数 を変

えて灘 症 した ところ,図1の ご と く吸 光度:0.1か

ら0.5の 範 囲 で直線性 を示 したの で,こ の 範囲 で

測 定が行 なわ れ るよ う希 釈 を調節 した.ま た,

肝GAA-MT活 性 も同様 に測定 した ところ,図

2の よ うにCR濃 度0.5か ら3.0nmol/mlの 範 囲で

直線性 を示 したの で,こ の範 囲 で測 定結 果が得

られ る よ う希釈 倍数 を調 節 した.

2) 血清OCT濃 性 は, C群 に比 べA群 が, A

群 に 比べB群 が有 意に高値 であ った. BUN,血

清 クレア チニ ン値 はま,有 意差 はみ られ なか った

が, C群 に くらべてA群 でSUNが 低 下 し, C群,

 A群 に比べB群 で血 清 クレアチ ニン値 が上昇 す

る傾 向が み られ た(表1).

図1　 腎GAT活 性の希釈に よる変化

希釈倍数 を変える と, GAT活 性は吸光度0.1

か ら0.5の範囲で試料の量に比例 して直線的に

増加 した.

3) 腎GAT活 性 はC群 に化べ, A群, B群 で

上昇 して い た. B群 はA群 に 比べ低 い傾 向が み

られ たが,有 意差 はなか つた.ま た肝GAA-MT

活性 は, C群, A群 に比べB群 で減 少 して いた

が, C群 とA群 に は有意 差は み られ なか った(表

1).

4) 血清CR,血 清GAAはB群 では, C群, A

群 に比べ 上昇 してい たが, C群 とA群 には有意

差 は なか った,血 清ARGはA群 ではC群 に 比

べ低 下 し, B群 ではA群 に比 べ 増加 したが, B

群 はC群 に比べ る と低 下 して いた(表2).

5) 腎CR,腎GAAはC群:に 比べA群 で低下

し5B群 で はA群 に 比べ上 昇 した. B群 はC群

に比べ, GAAは 高 い傾 向がみ られ たが有 意差 は

なか った.肝CRはC群 に比べA群 では増加 し,

 A群 に比べB群 で は減少 した が, C群 とB群 に

は有 意差 はみ られなか った.肝ARGはB群 で

C群, A群 に比べ 減少 して いたが, C群1とA群

には 有意差 はみ られ なか った.

図2　 肝GAA-MT活 性の希釈 による変化

希釈 倍数 を変 えると,　GAA-MT活 性はCR

濃度0.5か ら3.0の範囲で試料 の量に比例 して

直線的に増加 した.

考 察

尿素 サ イ クルは尿素 を合成 す る窒素処理 の 系

で,肝 に局 在す る.こ れは尿 素サ イクルの各酵

素が 全て そ ろってい るのは肝 のみであ るためで,
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それ ぞれ の酵 素 は他 の臓器 に も存在 す る.例 え

ば小 腸粘 膜 の細 胞 にはOCTな どの尿素サ イクル

の酵 素が 存 在 し,循 環血 中 の グル タ ミン よ リシ

トル リン(Citrulline,以 下CIT)を 合 成す るこ

とが で き る6).グ ル タ ミンは血 中濃度 も高 く,遊

離 NH3と 速や か な行 き来 を もつ こ とよ り, NH3

の貯蔵 型,輸 送型 と考 え られ る7).し か もグル タ

ミンの αー ア ミノ基 の窒素 の 多 くは腸 粘膜 にお

いて ピル ビ ン酸 に渡 されア ラニ ン とな り,こ の

ア ラニ ンが 肝に運 ば れ尿素 が合成 され る.し か

しグル タ ミンの αー ア ミノ基の一 部は腸 粘膜 に

おい てCITに 合成 され ると考 え られる8).しか も

腸粘 膜はCITを 分解 す る尿素 サ イクルの酵素 系

を持 たな いの で,合 成 され たCITは 血chに 放 出

され る.こ のCITは 肝 で分解 され るこ とな しに

肝循環 を通過 し,ま た生理 約状 態では 肝で合 成

表1　 各群の血清OCT活 雛,腎GAT活 性,肝OAA-MT活 性, BUNお よび血清 クレアチユン値

* P<0 .1, *** P<0.01

表2　 血清,腎 および肝のGC濃 度

単 位: nmol/ml(血 清)nmol/mg蛋 白(腎 ・肝)

* P<0.1 ** P<0.05 *** P<0.01
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され たCITは 血 串 に放 出 され ないの で,腸 粘 膜

は血 中CITの 供給 臓器 となっている6).さらに腎

では アル ギニ ノコハ ク酸 合成 酵素,ア ル ギニ ノ

コハ ク酸分 解酵 素 の活性 が高 く,血 中 のCITを

取 り込ん でARGを 合 成 で きる.し か し}の ア

ル ギナー ゼ活性 は 高 くな いの で,尿 素会 成 は少

な く,合 成 され たARGは 腎に蓄 積 され,あ るい

は血 中 に放 出 され る.一 方肝 ではア ルギナ ーゼ

の活 性が 高 く,合 成 され たARG,あ るい は腸管

より吸取 されたARGは 直 ちに尿素 に分解 される.

このため 腎は血 中ARGの 主 要 な産生 臓器 になっ

て い る と考 え ちれて い る9).ま た,腎 ではARG

か らGAAを 合成 す るGATの 活性が高 く,腎 は

GAAの 主要 な産 生 臓器 とな って いる. GAAは

肝 に運ば れ,肝 のGAA-MTに よ りCRと な り,

血 中へ放 出 され る とと もに, GAAの 一部 は尿 中

に排泄 され る,ラ ッ トの実験 では経 口的にCRを

投 与す る と腎GAT活 性は抑制 され, 1日 で約

70%に 低 下 す る といわれて いる10).ヒ トの実験 で

は, CITを 経 口投 与 す る と血 中GAAは 増 加 し,

尿 中GAA排 泄量 は増加 す る,ま た, CRを 投与

す る と,血 中GAAは 減少 し,尿 中GAA排 泄量

は増加 す る,と の報告 が あ る11).以上 よ り,図3

の よ うな腸管,腎 にわ た って肝 をバ イパ スす る

不 完全 な尿素 サ イ クル が存在 し,そ の最 終産物

はARG, GAAと 考 え られ る.ま た生理 的状態

でのこれ らの系の 自的は他 臓器 へのARGの 供給

と,肝 でのCR合 成の 基質 と してのGAAの 供給

にあ ると考 え られ る. GAAに つ いてはネ ガティ

ブフィー ドバ ックが存在 し,その調節点 は腎GAT

活性の調節 とGAAの 尿 中排 繊 であるといえるが

短期 の 調 節 に は尿 中排 泄が,長 期 の調 節 には

GAT活 性 が関与 してい るよ うであ る.

図3　 肝,腎,腸 の代謝相関

上 記の 系 よ り,今 回の結 果 を考 える と,血 清

OCT活 性 よ り, A群, B群 と肝 障害 が進行 す る

に従 つて,最 初 に現 われ る変化 は血清ARGの 著

明 な低下 である.こ の時点 で腎GAT活 性はすで

に上昇 してい るので,腎 で合絞 され たARGの 血

中への放 出が減 少 し,これがGAAの 合 絞 に陶け

られ てい る と考 えられ る.しか しGAAの 合 成が

増加 して い ると考 えられ るの に,血 清GAAは 増

加せ ず,腎GAAは 逆 に低下 してい るこ とよ り,

合成 されたGAAは 積 極的 に尿 中に排 泄されてい

る と考 え られ る.臨 床例 におけ る検討 で も,劇

症肝 炎の ときにはGAAの 尿 中排 泄が増加 するこ

とが 報告 され てい る12).つま り5肝障害 の早期 で

は,腎 でCITよ り合 成 され丸ARGは 壷中 に放

出 されずGAAの 合成 に まわ り,この合 成の増加

したGAAも 血中に放 出され るよりも積極 的に尿

中 に排泄 され,窒 素排 泄に 貢献す るの では ない

か と考 え られ る.

さらはこ肝 障害が進行 すると肝GAA-MT活 性

が低 下す るため,漁 清GAAが 上 昇 して くると考

えられ る.腎GAT活 性 はA群 に比べB群 では,

有意 では ないが低 下傾 向 を示 してい るが,な お

B群 ではC群 よ りも高 い活性 を示 して熱 る,こ

の よ うな活性 の低 下が 起 こる とす れば,そ の機

序 として考 えられ る ものは,肝 腎症候群 といわ

れ る よ うな肝障害 時 に高率 に合併 す る腎障害 の

進行,あ るい は前記 の系 で も示 され てい る血清

CR上 昇 に よる腎GAT活 性の抑制 な どが考 えら

れ る.前 者 につ いて は,有 意 では ないがA群 よ

りB群 に おい て血 清 クレアチニ ン値が上 昇傾 向

を示 して い るこ とよ り者 え られ る.

次 に後 者の機序 も十 分考 え られ る.す な わち,

ここで注 目され るの は血清CRの 上昇 である. B

群で肝GAA-MT活 性 が著 明 に低下 するに もか

か わ らず, A群 よ りB群 の血清CRが 上 昇 して

い る.こ の原 因につ いて は現在 の とこ ろ全 く不
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明で あ るが,次 の よ うな機 序が考 え られ る.第
一は

,前 述 の ご と く腎障害 の合併 であ る. CRは

腎糸球 体 で濾過 され た後深 細管 で再 吸収 され,

正常 では 殆 ど尿 中に排 泄 され ないが,筋 の崩壊

な どでCRの 腎へ の負荷 量が増 加 する と,尿 中排

泄が増霞日して,血 清CRは 上昇 し難 いといわれて

いる13).このため腎 障害 で糸球体 濾過 に よる尿 中

排 泄が減 少 して 血清CRが 上 昇す る可 能性 が あ

る.こ れはま今 回の検討 で も, B群 では血清CR値

と血 清 ク レア チニ ン値 に は高 い相 関関係(r=

0.96, P<0.01)が み られて い る、 第二 に は,

骨格 筋 での代 謝 障害 であ る,翻 症肝 炎 な どでは

骨格 筋量 の低 下 が起 こる といわれ てお14),こ の

ためCRの 代 謝が障 害 されて血 清CRが 上 昇する

可 能性 が あ る.第 三 に は,群 以 外 でのCRの 合成

であ るが,こ れ につ いて は現在 の ところ不 明 で

あ る.

結 論

1. 急性 肝不 全 時の 窒素代 謝動 態 を調べ るため

に, GAAお よび 腎GAT活 性 と肝GAA-MT

活性 の変 動 を,ラ ッ ト急性肝不 全 モデル を用 い

て, 24時 間後群(A群), 48時 間後 群(B群),

コ ン トロー ル群(C群)で 比較 した.

2. その結果,血 清ARGはA群, B群 で著明

に減 少 し,血 清GAA, 血CRはB群 で増加 し

た.ま た,腎GAT活 性 はA群, B群 で上昇 し,

肝GAA-MT活 性 はBで 低下 した.

3.以 上とよ り,急性 肝不 全時1はこは,腎GAT活 性

は上 昇 し,何 らかの機 序 で腎で合 成 されたARG

が血 中に放 出 されずGAAの 合 成に まわり, A成

の増加 したGAAは ま尿 中に排 泄 され る.こ の時,

肝GAA-MT活 性 の低下が隻 じると血情GAA

が上 昇す ると考 え ちれ た.
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It was reported that serum guanidinoacetic acid (GAA) levels are elevated in acute hapatic 

failure. To explore the mechanism of this GAA level change, the activities of kidney glycine 

amidinotransferase (GAT) and liver GAA-methyltransferase (GAA-MT) were measured in 

experimental rat models of acute hepatic failure. GAA is synthesized by the former enzyme 

and catabolized by the latter enzyme. In the early stage, kidney GAT activity was increased 

(P<0.1) but the serum GAA level remained normal. In the late stage, liver GAA-MT activity 

was decreased (P<0.01) and serum GAA level was increased. From this result, it is concluded 

that GAA synthesis is increased in acute hepatic failure and that serum GAA level is increased 

when liver is severely damaged.


