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研究成果の概要（和文）：心・血管・腎連関は臨床的に注目されているが、その分子メカニズム

は不明である。本研究は、腎不全患者の血中において上昇が報告されている Asymmetric 

Dimethylarginine (ADMA)が血管内皮機能障害を引き起こすことが、心腎連関の重要なメカニズ

ムであることを初めて明らかにした。さらに、ADMA の従来報告されていた L-アルギニンアナ

ログとしての内皮型 NO 合成酵素 (eNOS)阻害作用とは独立した eNOS リン酸化抑制作用が、こ

の ADMA による内皮機能障害を起こすことを報告した。 

 

研究成果の概要（英文）：Elevated circulating Asymmetric Dimethylarginine (ADMA) is a cause, not an 

epiphenomenon, of endothelial dysfunction in chronic kidney disease. This effect is attributable to 

inhibition of endothelial nitric oxide synthase phosphorylation, which is independent of the competitive 

inhibition of nitric oxide synthase. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 近年、多くの疫学研究および大規模試験を含

めた臨床研究から腎不全が心血管疾患の独立し

た危険因子であることが示され、「心腎連関」の

概念が注目されている。しかしながら、その分子

機序は明らかでなく、腎不全において何が心血管

病変を引き起こしているのか、その病態は解

明されてない。慢性腎不全患者では内皮依存

性血管拡張反応が減弱し、通常の動脈硬化危

険因子から予想される以上に動脈硬化が促進

している。申請者は腎臓病患者における心疾

患に先行する病態として血管障害、すなわち
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「腎 ̶ 血管連関」という概念を提唱した。その機

序を解明し、予防や治療に繋がる標的分子を見つ

けることが重要であると考えた。 

 

(2) 血管内皮機能の制御において、最も重要な生

理活性物質は一酸化窒素 (NO)であると考えられ

ている。ADMA は1992 年に腎不全研究から病態

生理学的役割が報告された内因性NO 合成酵素 

(NOS)阻害物質である (Lancet 1992)。ADMA はタ

ンパク質を構成するアルギニン残基のguanidino 

窒素がprotein arginine N-methyltransferase (PRMT)

によりメチル化され、タンパク質の分解に伴って

細胞質中に遊離される。L-Arginine と競合阻害す

ることにより全てのNOS isoform を阻害する。大

部 分 は dimethylarginine dimethylaminohydrolase 

(DDAH)により代謝される。申請者は、ヒトにお

ける心不全、頸動脈硬化の程度と血中ADMA濃度

増加に強い相関関係があることを世界で初めて

報告した (Life Sci 1998, Circulation 1999)。しかし、

血中ADMA が細胞内NOSの阻害にどのように関

与しているか不明な点が多い。 

 

(3) 申請者は、腎不全ラットにおいて血清ADMA

上昇が傍尿細管毛細血管の喪失、腎線維化、血圧

上昇と相関があり、さらにDDAH 遺伝子導入によ

り血清ADMA の蓄積と腎不全進展を抑えられる

ことを発見した (J Am Soc Nephrol 2006, J Am Soc 

Nephrol 2007)。 

 

(4) 以上のことから、申請者は、慢性腎不全にお

けるADMA蓄積が腎不全に伴う心血管病変形成、

特に血管内皮障害に重要な役割を果たすのでは

ないかと考えた（循環性ADMA）。一方、腎不全

では酸化ストレス、炎症が惹起されることが知ら

れているため、申請者は、血管内皮細胞障害によ

るDDAH 機能低下が起こり、その結果、ADMA 過

剰蓄積を引き起こす (血管性ADMA) 可能性を考

えた。そこで、慢性腎不全における血管内皮機能、

心血管リモデリングとDDAH-ADMA-NOS 

pathway の関係を検討する本研究を着想し 

た。 

 

 

２．研究の目的 

慢性腎不全において、循環性のみならず血管

性ADMA が心血管機能障害やリモデリング

を惹起する機序を解明し、ADMA 抑制による

血管•心臓の保護に対する早期介入治療法を

見いだすことが目的である。 

(1) 血中ADMA と血管内皮機能低下との関

係を示す。 

(2) 慢性腎不全における血管ADMA代謝系の

変化、及び、内皮機能低下との関連を明

らかにする。 

(3) ADMA を標的とした抗酸化剤•抗炎症療

法の可能性を探る。 

 

 

３．研究の方法 

 (1) 腎不全マウスの作成 

申請者は5/6 腎臓摘出ラットにおいて、血中

ADMA 上昇と血圧上昇がみられることを明

らかにしている (Matsuguma, Imaizumi et al, J 

Am Soc Nephrol, 2006, Matsumoto, Imaizumi et 

al, J Am Soc Nephrol, 2007)。マウスを用いて

5/6 腎臓摘出モデルを作成し、腎機能の経時

変化を観察する。そのモデルにおける血管内

皮機能、心肥大、心機能、組織学的な評価を

行う。ADMA、DDAH、PRMT、NOS 活性な

どを評価する。さらにジーンチップ解析 (ア

フィメトリクス社)を行い、野生型マウスと腎

不全マウスの心臓、大動脈における遺伝子プ

ロファイルを作成、比較評価し、網羅的解析

を行う。 

(2) 腎不全マウスにおける ADMA の役割解
明 



 

 

○1  ADMA 抑制効果： DDAH1 トランスジェニッ

ク (TG)マウスにおける腎不全モデルにおいて、

血中ADMA上昇を予防できるか否かを検討する。 

○2  血管内皮機能保持効果： WildマウスとTGマウ

スにおいてShamマウスと腎不全マウスを作成し、

それぞれのマウスから大動脈を摘出し、アセチル

コリン依存性の血管拡張反応を調べる。TGマウス

では、腎不全であっても血管内皮障害が予防でき

るか否かを検討する。 

○3  上記 4 群のマウス大動脈を用いて、eNOS 制御

に関わるリン酸化を含むタンパク発現量の変化

を調べる。 

(3) 培養内皮細胞に ADMA を投与し、eNOS 制御

に関わるリン酸化を含むタンパク発現量の変化

を調べる。L-アルギニンアナログとしての内皮型

NO 合成酵素 (eNOS)阻害作用以外について検討

する。 

 

 

４．研究成果 

(1) Wild マウスと DDAH1-TG マウスを用いて 5/6 

腎臓摘出モデルを作成した。両マウスともに CKD

マウスでは、血圧上昇を伴わずに、中等度腎機能

低下がみられた。Wild+CKD マウスでは、血中

ADMA 値は上昇したが、TG+CKD マウスでは、

上昇しなかった (図 1)。 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 内皮機能：マウスの大動脈を用いて、等尺

張力実験により内皮依存性血管拡張反応を評価

した。Wild+CKD マウス大動脈は、アセチルコ

リンに対する弛緩反応が低下していた (図 2)。

しかし、TG+CKD マウスでは、アセチルコリン

対する弛緩反応は保たれ、内皮依存性血管拡

張反応は保たれた。 

 

 

 

 

 

 

 

(3) マウス大動脈の NOS 活性の評価：リン

酸化 eNOS (p-eNOS) (Ser1177)は NOS 活性を

positive に制御している。 Wild+Sham 、

Wild+CKD、TG+Sham、TG+CKD マウスの 4

群から大動脈を摘出し、total eNOS, p-eNOS

の発現量を比較した。Wild マウスでは、CKD

により、p-eNOS/eNOS ratio は減少した。

TG+Sham では Wild+Sham と同程度であり、

TG+CKD においても変化しなかった。 

(4) さらに、培養内皮細胞を用いて ADMA

の内皮細胞に対する eNOS 活性抑制につい

て、直接的なメカニズムを調べるた。L-アル

ギニンアナログとしての eNOS 阻害作用以

外について検討するために、培養液には十

分量の L-アルギニンを添加した。VEGF 存

在下において、ADMA は eNOS タンパクの

リン酸化を抑制することにより NO 産生量

を低下させた (図 3)。ADMA の競合的内因 

 

 

 

 

図 1.  
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性 NOS 阻害作用とは独立した、新たな NOS 阻害

機序の発見だった。さらに、eNOS の protein kinase

として、リン酸化 ERK の減少もみられ、ERK リ

ン酸化の抑制を介していることが示唆された。 
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