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研究成果の概要（和文）：アルギナーゼ２(Arg2)はL-アルギニンを分解する酵素だが、発現が最も高い腎臓での
重要性はわかっていない。Arg2は腎臓の尿細管に強く発現し虚血再灌流後に発現が増強した。尿細管細胞株での
虚血再酸素化でArg2の発現が増加し細胞質内で斑状に局在していた。Arg2ノックダウン尿細管細胞では虚血再酸
素化による活性酸素やニトロチロシンの産生が抑制された。これに一致してArg2ノックアウトマウスでは腎虚血
再灌流後の腎障害や尿細管壊死が有意に抑制され、尿細管のニトロチロシンの蓄積やアポトーシスが抑制され
た。またアルギナーゼ阻害薬nor-NOHAを投与すると、腎虚血再灌流障害は軽減した。

研究成果の概要（英文）：Arginase 2 (Arg2) is an enzyme which degrades L-arginine. Arg2 is highly 
expressed in the kidney, but its importance is unknown. ARG2 was predominantly expressed in renal 
tubules of the cortex region, which was increased after ischemia-reperfusion injury. In HK-2 cells, 
ARG2 was expressed in punctate form in the cytoplasm and upregulated after hypoxia/reoxygenation. 
ARG2 knockdown reduced the level of reactive oxygen species and 3-nitrotyrosine after 
hypoxia/reoxygenation injury compared with control siRNA. Consistent with these results, in Arg2 
knockout mice, abnormal kidney function and the increased acute tubular necrosis score induced by 
ischemia/reperfusion injury was significantly reduced. Additionally, an accumulation of 
3-nitrotyrosine and apoptosis of renal tubule cells were attenuated in Arg2 knockout mice. 
Inhibition of arginase by Nω-hydroxy-nor-L-arginine alleviated kidney ischemia/reperfusion injury 
like the results found in Arg2 knockout mice.

研究分野： 活性酸素ストレスの制御

キーワード： アルギナーゼ　アルギニン　ニトロ化ストレス　急性腎障害　虚血再灌流障害
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腎臓の虚血再灌流障害は急性腎障害の主たる原因である。腎臓が虚血に曝されると活性酸素種や活性窒素種が過
剰に産生され腎障害を増悪させる。アルギナーゼ２は一酸化窒素合成酵素と競合してL-アルギニンを分解し、活
性窒素種の産生を制御している。我々の研究結果から、アルギナーゼ２は腎臓で発現が高く、腎臓の虚血再灌流
障害によって発現が亢進し、アルギナーゼ２を抑制することで虚血再灌流障害を軽減することができた。アルギ
ナーゼ２は虚血再灌流障害による急性腎障害において活性窒素種の制御に中心的な役割を担っていることが示唆
された。よってアルギナーゼ２に特異的な阻害剤があれば腎臓の虚血再灌流障害の治療として期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
急性腎障害（AKI）は、頻度の高い疾患であり、医療費の増大、および高い死亡率と関連する世
界の主要な健康問題の 1つである[1，2]。さらに AKI は可逆性の疾患と見なされていたが、高頻
度にその後慢性腎臓病(CKD)に移行する。虚血再灌流障害は AKI の主要な原因の一つであり、腎
移植、腎部分切除、ショック、心臓手術、血管手術を含む多くの臨床現場で遭遇する。しかし、
I/R 傷害による AKI に対する特定の治療法は現時点ではない[3,4]。 
アルギナーゼは、L-アルギニンを尿素と L-オルニチンに加水分解する。哺乳類ではアルギナー
ゼ 1（ARG1、細胞質型）とアルギナーゼ 2（ARG2、ミトコンドリア型）の 2つのアルギナーゼが
あり、ARG1 は主に肝臓、ARG2 は腎臓、主に髄質外層に発現している[5]。ARG2 の機能の 1 つは
一酸化窒素（NO）の調節であり、これは、NO 合成酵素（NOS）と共通の基質である L-アルギニン
を競合することによって行われる[6]。アルギナーゼの発現と活性の亢進は、NOS が利用できる
L-アルギニンの減少につながる。その結果、NOの代わりにスーパーオキサイドが産生される NOS
アンカップリングが起こり、NO とスーパーオキサイドが反応してペルオキシ亜硝酸塩が形成さ
れる[7]。ペルオキシ亜硝酸塩は蛋白や DNA をニトロ化し、ネクローシスやアポトーシスを引き
起こす[8]。しかし虚血再灌流障害による AKI における ARG2 と NOS アンカップリングの生理的
役割についてはこれまで十分にわかっていない。 
 
２．研究の目的 
腎臓の虚血再灌流においてアルギナーゼ阻害が腎障害を軽減させると仮説をたてた。腎臓で発
現が高いアルギナーゼ２に着目し、その発現変化、虚血再灌流障害における役割、アルギナーゼ
阻害薬による腎虚血再灌流障害の治療効果を調べ、アルギナーゼ阻害が腎虚血再灌流障害の治
療戦略になる可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
（a） C57BL6/J マウスの腎虚血再灌流障害時の腎臓での ARG2 発現変化、局在の解析 
8-10 週令のオスマウスを用い、両側の腎動脈をクリップで 28分間クランプした後開放した。再
灌流後24時間もしくは２週間で解剖を行った。腎臓の虚血再灌流障害時のArg2 mRNAをrealtime 
PCR、ARG2 タンパクの変化をウエスタンブロッティングで調べた。腎臓内の ARG2 の局在は免疫
染色を行い共焦点顕微鏡で観察をした。 
 
（b） ヒト尿細管細胞株(HK-2)での ARG2 の発現変化、局在の解析 
HK-2 細胞を用いて低酸素再酸素化に暴露した。24 時間の血清飢餓の後、細胞を 1%酸素、94%窒
素、5%二酸化炭素の低酸素条件で HBSS 培地にして 6時間培養した。その後、21%酸素、完全培地
に戻し再酸素化とした。ミトコンドリア傷害を Mitotracker 染色、ニトロ化ストレスについては
3-ニトロチロシンの免疫染色、ウエスタンブロッティングを行った。低酸素再酸素化における
ARG2 タンパクの変化はウエスタンブロットと免疫染色を行った。ARG2 のミトコンドリア局在を
調べるため ARG と MitoRFP 染色を行った。再酸素化における独特の ARG2 の局在形態を調べるた
め Bax との２重染色も行った。 
 
（c） ARG2 ノックダウンの低酸素再酸素化への影響 
Arg2 siRNA を用いて HK-2 細胞において Arg2 をノックダウンし、ミトコンドリア膜電位、3-ニ
トロチロシン染色、スーパーオキサイドの定量を行った。 
 
（d） Arg2 ノックアウトマウスの腎虚血再灌流障害 
Arg2 ノックアウトマウスとコントロールとなる野生型マウスに腎虚血再灌流障害を起こし、血
清 BUN/Cr, 腎組織障害スコア、血圧、3-ニトロチロシン、アポトーシスを調べた。偽手術群は
クリップをかける以外は同じ手順を行った。 
 
（e） Nor-NOHA の腎虚血再灌流障害に対する保護効果の証明 
マウスの腎虚血再灌流実験において、クランプを解放した直後にアルギナーゼ阻害薬である
nor-NOHA (50 mg/kg body weight)を腹腔内投与した。血清 BUN/Cr, 腎組織障害スコア、血圧を
調べた。 
 
４．研究成果 

1. アルギナーゼ２はマウス腎臓の虚血再灌流障害
後に発現が増加する 
マウスに両側の腎臓に虚血再灌流障害を起こした 24
時間後に非手術マウスと比較して Arg2 mRNA が 2.5 倍
に増加した。ARG2 蛋白量も虚血によって非手術マウス
の半分程度に減少した後、再灌流後に非手術マウスの
２倍の量に有意に増加した。ARG2 免疫染色を行うと、
ARG2 は腎臓の皮質の近位尿細管に発現しており、虚血
再灌流により尿細管の発現が増加し（図１）、血管や糸



球体、マクロファージでの ARG2 発現が増加することはなかった。 
 
図１虚血再灌流後の腎臓の ARG2 染色 
左、非手術マウス、右、虚血再灌流マウス、破線は皮髄境界を示す。スケールバー 50 μm 
 
2. HK-2 細胞における低酸素再酸素化障害はアルギナーゼ２を誘導する 
HK-2 細胞を低酸素再酸素化に曝すと HK-2 細胞でも再酸素化 48 時間後で ARG2 の発現が亢進し
た。血管内皮細胞ではアルギナーゼ活性が増強すると eNOS アンカップリングが起きると報告さ
れている[5]。尿細管細胞の主要な NOS は iNOS であったため、iNOS アンカップリングの代表的
な現象である iNOS 二量体の崩壊をウエスタンブロットで調べた。再酸素化により iNOS 二量体
が減少し単量体が増加することはなかった。よって低酸素再酸素化の条件での iNOS アンカップ
リングの原因はアルギナーゼ発現増加によるアルギニンの枯渇と考えた。免疫染色では ARG2 は
細胞質で斑状に存在し、再酸素化で増加した。一部の ARG2 はミトコンドリアに局在するが、再
酸素化で共局在が増強した（図２）。ARG2 の斑状の発現パターンを超解像度顕微鏡で観察すると

環状の構造をとることがわかった。ミトコンドリア
が障害を受けたときに環状構造をとる蛋白として
Bax があるため、ARG2 と Bax の２重染色を行うと、
両者は一部共局在を示した。 
 
図２ ARG2 とミトコンドリアの蛍光免疫染色 
左 通常酸素、右 低酸素再酸素化、緑:ARG2、
赤:MitoRFP、矢印はミトコンドリアに局在し斑状の
ARG2、スケールバー 10 μm 

 
3. アルギナーゼ２の阻害は低酸素・再酸素化障害によるニトロ化ストレスを軽減する 
Arg2 ノックダウン細胞では低酸素再酸素化障害によるミトコンドリア膜電位低下が軽減する傾
向を認め、ニトロチロシンは有意に減少した（図３）。尿細管細胞における iNOS とアルギナーゼ
のバランスをより明確に調べるため、アルギニン不含培地でも同様の実験を行ったが、Arg2 ノ
ックダウン細胞においてニトロチロシンやスーパーオキサイドの減少がみられた。Arg2 ノック
ダウン細胞は L-アルギニン枯渇によるニトロ化ストレスが軽減したと想定されたため、培地に

アルギニンを補充し、低酸素
再酸素化障害を軽減できるか
を調べた。予想に反して 1500 
μM と十分なアルギニン補充
を行っても、コントロール細
胞のニトロチロシンの蛍光強
度は Arg2 ノックダウン細胞
のレベルまで改善しなかった。 
 

図３ 低酸素再酸素化後の HK-2 のニトロチロシン染色 
左 コントロール siRNA、右 Arg2 siRNA、スケールバー 50 μm,グラフは蛍光強度の定量結果 
 
4. アルギナーゼ２はニトロ化ストレスの増加による腎虚血再灌流障害を引き起こす 

Arg2 ノックアウトマウスを使
用して腎虚血再灌流障害モデ
ルを作成した。野生型マウスで
は虚血再灌流障害後に血清尿
素窒素（BUN）およびクレアチニ
ン（Cr）の濃度上昇に反映され
る腎機能障害を認めたが、Arg2
ノックアウトマウスでは血清
BUN および Cr の増加は有意に

軽減した。PAS 染色で腎組織の解析を行うと、Arg2 ノッ
クアウトマウスでは尿細管壊死が明らかに減少し、急性
尿細管壊死スコアは野生型マウスの約半分であった（図

４）。これに一致して Arg2 ノックアウトマウスではニトロチロシンが減少し、尿細管のアポトー
シスも減少していた。 
 
図４ 虚血再灌流後の腎臓の PAS 染色 
矢印は尿細管障害、矢頭は尿細管壊死を示す。スケールバー 20 μm、グラフは尿細管壊死スコ
アの定量結果。 
 
 



5. Nor-NOHA の投与は腎虚血再灌流障害の治療に有効である 
我々はアルギナーゼ阻害薬で
あるnor-NOHAの投与が腎虚血
再灌流障害に有用化を解析し
た。血清BUN/Crは nor-NOHA投
与群で対照群の 1/3 の値であ
った。また急性尿細管壊死ス
コアも野生型に比べて有意に
減少した。 

 
 
 
図５ nor-NOHA を投与した虚血再灌流後の腎組織 

腎組織の PAS 染色を示す。矢印は傷害尿細管を示す。スケールバー 50 μm。グラフは尿細管壊
死スコアの定量結果。 
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