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研究成果の概要（和文）： 

 

我々の確立したダニ抽出物点鼻喘息モデルを用いて、気管支拡張に利用される一酸化窒素(NO)

が不足している原因として、肺の慢性炎症病態におけるアルギナーゼの強発現に伴うアルギニ

ンの消費による一酸化窒素合成酵素(NOS)からの NO 産生の不足を、IL-13 のモノクローナル抗

体、アルギナーゼ阻害剤で証明した。さらに、ヒト喘息において、血清中にアルギナーゼが上

昇し、呼気中 NO 及び血清中アルギニンを調整していることを証明した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 

We demonstrated that the deletion of nitric oxide as a bronchodilator in asthma was 

contributed to consumption of arginine and low generation of nitric oxide from nitric 

oxide synthase from upregulated arginase in mite–induced mice asthma model by inoculation 

of anti-IL-13 monoclonal antibody and an arginase inhibitor. Moreover, it was 

demonstrated that in human asthma increased serum arginase levels regulated serum 

arginine levels and exhaled nitric oxide.  
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１．研究開始当初の背景 

 

（１） 気管支喘息の患者数、小児期の有病

率はそれぞれ 10 年前の約 1.5、2.0 倍と増加

している。 

（２）喘息の病態の特徴として、気道過敏性

に加えて、炎症に伴う免疫状態のTh1からTh2

への移行、IL-4、IL-5、IL-13 等のサイトカ

インの産生、好酸球の増加、さらに、気道周

囲の組織改築(remodeling)が指摘されてい

る。 

（３）血管内皮細胞拡張性因子として発見さ

れた一酸化窒素(NO)は、気管支平滑筋をも拡

張する因子として認知され、喘息でその不足

をきたす病態として次の三つが指摘されて

いる。 

①NO 合成酵素(NOS)の不均衡発現による保護

的 NOが不足する( Lancet 348:374, 1996; Eur 

J Pharm 553:240, 2006)。 

②NO の最終作用物質としての SH 基との結合

物であるニトロソチオール RSNO を代謝する

GSNO 還元酵素の過剰発現による NO又は RSNO

が不足する(Science, 308:1618, 2005)。 

③気管支周囲に浸潤した活性化好酸球から

産生される IL-13がアルギナーゼの発現を増

強し、NOS と共通酵素基質であるアルギニン

を利用し、NOの不足を招く(J Clin Invest 11: 

1862, 2003)。 

（４）アルギナーゼの発現は、基質として利

用されるアルギニンがプロリンやポリアミ

ンを生成し、細胞増殖、コラーゲン繊維の増

加等 remodeling に関与することから、世界

的に話題になっており、喘息の世界的権威者

である Ricciardolo FL は、アルギナーゼの

代謝系がこれからの喘息治療薬開発の標的

の一つであることを述べている。  

（５）一方、従来の実験モデルは卵白アルブ

ミン曝露で作成されたものが多く実際の原

因とはかけ離れていた。そこで、我々は、ダ

ニ蛋白質をアトピー性皮膚炎易発症 

NC/Nga マウスに点鼻することにより、ヒト喘

息に非常に近い実験モデルを開発した(Life 

Sciences, 78:987, 2006)。 

（６）我々は、これまで好酸球の活性化に伴

う活性窒素種の産生をアトピー性皮膚炎組

織、培養細胞で検討してきた(Free Radic Res 

36:1163, 2002; Cell Biochem Funct 22:105, 

2004; Free Radic Res 39:719, 2005)。 

 

２．研究の目的 

 

この実験モデル及びヒト喘息におけるアル

ギナーゼ発現と remodeling 病態を検討し、

アルギナーゼの制御と阻害剤による予防法、

治療法の開発を検討することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 

（１）喘息モデルにおけるアルギナーゼ誘導

と remodeling 病態の解明 

NC/Nga マウスに、5日間連続的にチリダニ抗

原 Dermatophagoides farinae (Df)を、経鼻

的感作投与し、BALF 及び肺組織を採取し、ア

ルギナーゼから気管支上皮粘膜細胞過分泌、



コラーゲン産生に至る過程の代謝物や関連

酵素の mRNA 及び蛋白質の発現を検討し、

remodeling 病態の評価を行うために azan 染

色による病理組織学的検討を行う。 

（２）マクロファージ由来 Raw264.7 細胞を

用いた iNOS とアルギナーゼの相互作用 

ダニ蛋白質(Df)の Raw264.7 細胞への添加に

より 24 時間後に誘導型一酸化窒素合成酵素

(iNOS)が誘導されることから、ダニ蛋白質添

加から経時的にアルギナーゼと iNOS のクロ

ストークを48時間までPCR によるmRNA発現

と Western blot により検討する。 

（３）喘息モデル肺、肺胞洗浄液、培養細胞

のプロテオーム解析 

（１）、（２）の実験試料を用いて、新規蛋白

質をナノフロー液体クロマトグラフィー

（nanoflow LC）とエレクトロスプレーイオ

ン化四重極飛行時間型タンデム質量分析装

置（ESI-Q-tof）を組み合わせた大規模高感

度タンパク質解析システムで探索する。 

（４）アルギナーゼを標的とした栄養素及び

阻害剤による喘息病態の予防医学的制御 

アルギナーゼ阻害剤である nor-NOHA、アルギ

ナーゼの基質である L-アルギニンの前投与、

低アルギニン食（日本クレア）又は低マンガ

ン食（日本クレア）の摂取により、Df 誘発喘

息病態の気道過敏性、Th2 サイトカインの発

現、NO 関連酵素群の発現、肺の組織学的検討

等で、予防効果の検証を行う。 

（５）ヒト喘息血清中、喀痰中のアルギナー

ゼ活性・量の評価 

ヒト喘息患者（小児及び成人）の血清及び喀

痰のアルギナーゼ活性、アルギナーゼ量

(ELISA)を測定し、その他の血液検査データ

との関連を解析する。さらに、患者情報と対

照者情報をマッチングさせ臨床疫学的解析

を行う。 

（６） アルギナーゼ阻害剤の開発 

アルギナーゼには I型と II 型があり、I型酵

素を肝臓から抽出し、蛋白試料にアルギニン

添加、マンガンによる活性化処理をおこない

尿素生成を指標として活性を測定する。この

測定系を利用し、大塚製薬の薬剤スクリーニ

ングシステムにかけ約数万の化合物の中か

ら候補化合物を選定し、さらに細胞毒性、極

性を検討しながら合成を加える。候補化合物

を細胞に添加又は動物に 

投与しその効果を検討する。 

 

４．研究成果 

 

（１）ダニ抽出蛋白の点鼻による NC/Nga マ

ウス喘息モデルにおけるアルギナーゼ発現

状況 

血清中及び肺組織のアルギナーゼ活性が感

作及びブースター時に、２相性に上昇するこ

とが判明した。血清の上昇を蛋白レベルで確

かめるために ELISA の直接法で調べると、活

性とほぼ同じように２相性に上昇していた。

マウスの場合、造血系から産生はないので、

肺組織からの遊離であることが想像され、ヒ

トにおいても血清中の上昇があれば、肺組織

からの遊離が考えられる。また、免疫組織学

的に実験モデル肺で、世界で最初にアルギナ

ーゼの局在を気管支周囲及び血管周囲の炎

症性細胞に証明した。この血清中及び肺組織

でのアルギナーゼ上昇及び強発現は、権威あ

る英文雑誌に多く引用されている。 

（２）NC/Nga マウス喘息モデルにおける肺組

織の remodeling 状態の検討       

Df の感作投与、ブースター投与が終了してさ

らに２週間後に屠殺し、組織学的にコラーゲ

ン繊維の量的評価を azan染色で行った結果、

コラーゲン線維の増強が気管支周囲、血管周

囲 に 認 め ら れ 、 肺 組 織 の 改 築 に よ る

remodeling 状態が検証された。 



（３）NC/Nga マウス喘息モデルにおける一酸

化窒素(NO)の不足とアルギナーゼ発現 

Df 投与喘息モデル群で PCR による iNOSmRNA

の発現増強にも拘わらず NO 代謝ぶつとして

の NOx の増加が認められないことより、NO の

不足が考えられ、IL-13 モノクローナル抗体

投与による IL-13からアルギナーゼ発現まで

の過程の遮断、アルギナーゼ阻害剤投与によ

り、気道過敏性が改善し、NOx が増加し、気

管支拡張に必要な NO の不足にアルギナーゼ

の強発現が関与していることを証明した。 

（４）アルギナーゼ阻害剤による抗炎症効果 

Df 投与喘息モデルにおいて、アルギナーゼ阻

害剤が気道過敏性の改善を促したことの原

因として、アルギニン供給による NO 産生増

強以外に、アルギナーゼ阻害剤の直接的か間

接的かは不明であるが、抗炎症効果が認めら

れた。すなわち、組織学的炎症スコアー、PAS

陽性細胞数、気管洗浄液細胞数等の減少、ア

ルギナーゼの mRNA 及び蛋白質発現、Th2 サイ

トカイン、エオタキシン、iNOS 等の mRNA の

発現の抑制が認められた。さらに、ステロイ

ド併用投与によって相乗効果が認められず、

逆にアルギナーゼ阻害剤の作用とステロイ

ドの作用が拮抗する所見も認められ、アルギ

ナーゼ阻害剤の抗炎症作用は、ステロイドの

抗炎症作用とは、別の機序であることが判明

した。 

（５）ヒト喘息における血清アルギナーゼ I

活性及び量の臨床疫学研究 

約３００名の健康人を対象とした ELISAによ

るアルギナーゼ I値の生活習慣及び他の血液

及び尿中パラメーターとの関連性の解析の

結果、アルギナーゼ Iは、白血球数、尿中イ

ソプロスタン、8-OHdG と相関することが判明

し、さらに喘息患者では、有意に高値を示し、

炎症バイオマーカーとして知られている

hs-CRP や IgE と相関することが判明し、新し

い炎症バイオマーカーと可能性が示された。 
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