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略語 

本文中では以下に示す略語を使用した。 

略号，用語 省略していない表現または定義 

ADMA NG, NG -dimethyl-L-arginine 

L-Arginine/(ADMA+ L-NMMA) L-Arginine濃度と(ADMA+ L-NMMA)濃度の比 

(ADMA+ L-NMMA)/SDMA (ADMA+ L-NMMA)濃度と SDMA濃度の比 

AQC 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate 

C18 オクタデシルシリル化シリカゲル (ODS) 

cGMP Cyclic guanosine monophosphate 

DDAH dimethylarginine dimethylaminohydrolase 

DSM-IV-TR Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th Edition, Text 

Revision 

Em emission：放射光（蛍光） 

eNOS endothelial NOS 

Ex excitation：励起光 

FL fluorescence 

HPLC high performance liquid chromatography：高速液体クロマトグラフィー 

iNOS inducible NOS 

LC-MS HPLC-マススペクトロメトリー 

L-NMMA NG-monomethyl-L-arginine 

NBD-F 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole 

NDA naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde 

NMDA N-methyl-D-aspartate 

nNOS neuronal NOS 

NO nitric oxide：一酸化窒素 

NOS nitric oxide synthase：一酸化窒素合成酵素 

N-PLA Nω-propyl-L-arginine 
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OPA o-phthalaldehyde 

略号，用語 省略していない表現または定義 

PITC phenyl isothiocyanate  

SDMA NG, NG ’-dimethyl-L-arginine 

S/N比 Signal-to-noise ratio 
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1. 要約 

 生体内に存在するメチルアルギニン類は，NG-Monomethyl-L-arginine (L-NMMA)，NG, 

NG-Dimethyl-L-arginine (ADMA)および NG,NG’-Dimethyl-L-arginine (SDMA)の 3種類が存在している

（Figure 1）。 

 

 

 

 

 

Figure 1. L-Arginine, L-NMMA, ADMAおよびSDMAの化学構造式 

 

 これらのメチルアルギニン類は，蛋白質の L-Arginine残基が protein arginine N-methyltransferase

（PRMT）によりメチル化され，その後加水分解されることにより遊離型として生成し，生体内循環

系に放出される。L-NMMAおよび ADMAは，全ての一酸化窒素合成酵素（NOS）アイソフォームを

阻害し，特に ADMAは L-NMMAと比べ存在量が多く，その濃度変動がNOS活性に大きな影響を与

えることが明らかにされている。また，SDMAはNOS阻害作用を有していないが，NOSの基質であ

る L-Arginineの細胞内取り込み機構を阻害するため，間接的に一酸化窒素（NO）産生を阻害する可

能性が示唆されている。さらに，ADMAおよび L-NMMAは，主に dimethylarginine 

dimethylaminohydrolase (DDAH)によって代謝され，SDMAでは腎排泄が主な代謝ルートである

（Figure 2）。 

 

L-Arginine L-NMMA 

ADMA SDMA 
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Figure 2. メチルアルギニン類の代謝およびNO合成阻害機構 

 

 これまでに，心臓，肝臓および腎臓などの循環器疾患や糖尿病などで血漿中メチルアルギニン類濃

度が上昇することが報告されている。また近年では，酸化ストレスの亢進により血中 ADMA濃度が

上昇することも示唆されており，酸化ストレスがDDAH発現量に強く影響していることがその一因

であると考えられている。 

 メチルアルギニン類は，疾患のバイオマーカーとしての利用が期待されており，これまで多くの定

量法が報告されてきているが，固相抽出における煩雑な前処理過程や１サンプルあたりの測定時間が

長いこと，また検出感度が低く 3種のメチルアルギニン類を同時測定できない等の問題点があった。

そこで私は，蛍光誘導体化試薬として 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole（NBD-F）を用い，問題点

を改良して，3種のメチルアルギニン類を同時に測定可能な高感度 HPLC蛍光検出法の開発を行なっ

てきた [Nonaka S, et al. J Chromatogr A. 2005, Tsunoda M, Nonaka S, et al. Analyst. 2005]。 

 本研究では，遠心チューブMonoSpin SCX (GL Sciences Inc.)を用いた簡便な前処理操作の導入およ

び高い理論段数が期待されるモノリス型シリカカラムMonoClad C18-HS (150mm×3mm I.D., GL 
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Sciences Inc.)を新規に採用し，これまでに私が確立した定量法における前処理の簡略化および測定時

間の短縮を試みた。また内標準物質として，生体外物質であるNω-Propyl-L-arginine (N-PLA)を用いて，

より精度の高い分析法の確立を試みた。 

 新たな定量法では，50 µL血漿サンプルに等量の1 µM N-PLAおよび2倍量のメタノールを添加し，

‐80℃で 30分放置し，除蛋白操作を行った。その後，Monospin SCXを用いた固相抽出により

L-Arginineおよびメチルアルギニン類を抽出し，-0.1 MPaにて 50分間の減圧乾固を行った。乾燥し

たサンプルに 100 mMホウ酸緩衝液(pH9.5)および 20 mM NBD-Fを添加し，40℃において 3分間蛍光

誘導体化反応を行い，6%酢酸を加えて反応を停止させた。その後，遠心およびフィルターろ過によ

り不純物を取り除いた後，サンプル 10 µLを HPLCにインジェクションし，MonoClad C18-HSにて分

離を行い，蛍光検出(Ex: 470 nm/ Em: 530 nm)を行った。なお，L-Arginineの定量においては，NBD化

後のサンプルを 6%酢酸により 10倍に希釈し，同様に HPLCで測定した。 

 今回確立した方法は，L-NMMA, ADMAおよび SDMAについて 10 µLインジェクションあたり 75～

3000 fmol（元の濃度として 0.01～200 µM），L-Arginineについて 0.6～48 pmol（希釈前の濃度として

4.0～400 µM）の範囲で相関係数 0.99以上と良好な直線性を示した。検出限界は 3.75～9.0 fmol，真

度は97～104%であり，日内変動および日間変動はそれぞれ4.34～4.78%および 3.00～6.76%であった。

さらに本測定法を用いて健常成人の血漿中の L-Arginine, L-NMMA, ADMAおよび SDMA濃度を定量

したところ，それぞれ 80.3±11. 8, 0.04±0.000, 0.42±0.003および 0.51±0.012 µMであった（n=6）。 

 以上の結果より，HPLCを用いた短時間かつ簡便な L-Arginineおよびメチルアルギニン類の測定法

を確立することができた[Nonaka S, et al. J Sep Sci. 2014]。 

 近年では，統合失調症において，重要な神経伝達物質であるグルタミン酸および D-セリンの関与

が報告されており，これらが作用する N-methyl-D-aspartate (NMDA)型グルタミン酸受容体の機能低下

が統合失調症の発症にかかわっていることが示唆されている。神経系においては，グルタミン酸の

NMDA受容体刺激によってカルシウムが細胞内に流入し，カルシウムがカルモジュリンに結合する

ことで NOSが活性化して NOの産生が誘導される。NOはシナプス間隙を逆行し，シナプス前終末

における cGMPの産生を促すことから，NMDA-NO-cGMP経路がグルタミン酸やドパミンなどの神
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経伝達物質の放出を制御していることが明らかにされている。メチルアルギニン類は NOS阻害作用

を有していることから，統合失調症の病態発現に関連しているのではないかと考えた。 

 今回の研究で，私は新たに開発した分析法を用いて，薬物治療を受けている統合失調症患者血漿を

試料として，ADMA，L-NMMA，SDMAおよび NO供与体である L-Arginine濃度を測定し，これま

での報告よりも広範な解析を試みた。 

 獨協医科大学より提供された，薬物治療中の統合失調症患者 101名および健常者 63名の血漿を用

いて，今回確立した HPLC分析法にて測定を行った。患者はすべて，薬物治療中で急性期にはなく，

明らかに重篤な合併症はない DSM-IV-TR診断aによる組み入れ基準に基づいた統合失調症患者であ

る。また対照群の血漿は，向精神薬の服用はなく，採血時点で精神疾患または重篤な身体疾患に罹患

していない健常者より得られたものである。 

 今回得られた結果において，統合失調症患者血漿中の L-NMMA, ADMAおよび SDMA濃度は，健

常者と比べて有意な増加が認められた。また年代別に比較したところ，60代以上の患者で同年代の

対照群と比べて L-NMMAと ADMA濃度の有意な増加が認められ，年代が上昇するにつれて血漿中

メチルアルギニン類濃度の増加傾向がみられた。さらに，対照群の上限を超えるメチルアルギニン類

濃度の増加が認められた患者についてその背景を調べたところ，身体症状は深刻な状態にはなく良く

コントロールされているものの，糖尿病や高血圧，高脂血症などの疾患に罹病している患者が数名い

たことが明らかになった。これまでの報告では，薬物未治療の統合失調症患者または最後の投薬から

3ヵ月以上経過している統合失調症患者において ADMA濃度の上昇が認められている[Das I, et al. 

1996, Celik C, et al. 2011]。したがって，患者のメチルアルギニン類濃度の増加傾向は，統合失調症と

ともに，糖尿病や高血圧，高脂血症などの疾患の罹病歴が関係している可能性が考えられた。一方

Dasらは，統計学的有意差を得ることができなかったものの，薬物治療によって統合失調症患者の

ADMA濃度が減少することを報告している。今回，60代以上の患者以外では患者血漿中メチルアル

 

a Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders（精神障害の診断と統計マニュアル）：アメリカ精神医学会
による国際統一診断基準で，2000年に出版された DSM-IVの「テキスト改訂版」 
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ギニン類濃度に有意差がみられなかったことから，薬剤投与により血漿中メチルアルギニン類濃度が

減少する可能性も考えられた。 

 統合失調症患者の血漿中 L-Arginine濃度はいずれの年代においても対照群と比べて高い傾向が認

められた。また，NOの生体内利用率を示唆する L-Arginine濃度と(ADMA+ L-NMMA) 濃度の比であ

る L-Arginine/(ADMA+ L-NMMA)も同様に，対照群と比べて統合失調症患者で高い傾向がみられた。

Dasらは，薬物未治療の統合失調症患者では対照群と比べて NO代謝物濃度は低いが，薬物治療後に

は対照群と同程度であったと報告している。したがって，今回統合失調症患者でみられた血漿中

L-Arginine濃度および L-Arginine/(ADMA+ L-NMMA)の増加傾向は，薬剤治療に起因している可能性

があると考えられた。 

 以上のように，今回新たに確立した「HPLC-蛍光検出法を用いたメチルアルギニン類高感度定量法」

は, 統合失調症患者血漿に応用可能であることが実証された。本法は，他の疾患患者の血漿にも応用

可能と考えられ，ADMAの他，L-NMMA，SDMAおよび L-Arginineの同時測定が可能であることか

ら，疾患バイオマーカーとして期待されているメチルアルギニン類の定量法として，今後臨床の場で

広く利用されることが期待される。 
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2. HPLC-蛍光検出法を用いたメチルアルギニン類の高感度定量法の開発 

2.1. 背景 

 L-Arginineは生体利用性の高いアミノ酸であり，5種類の酵素によって代謝され，一酸化窒素（NO），

尿素，クレアチン，ポリアミン，アグマチンといった代謝物に変換される[1]。その中でも NOは

L-Arginineから NO合成酵素(NOS)によって生合成され，生体内において血管拡張作用，血小板凝固

抑制作用などの重要な役割を果たしている[2]。NOSには血管内皮細胞で働く endothelial NOS (eNOS)，

神経細胞に局在する neuronal NOS (nNOS)，そして炎症時に誘導される inducible NOS (iNOS)の 3種類

が存在する[3]。その中でも eNOSは恒常的に血管拡張作用に関与しており，動脈硬化や循環器疾患

など様々な疾患においてその活性が有意に低下することが報告されている[4,5,6]。 

 1992年，Vallanceらの研究により，in vivoおよび in vitroにおいて L-Arginineのメチル化誘導体で

ある NG-Monomethyl-L-arginine  (L-NMMA)および NG, NG-Dimethyl-L-arginine (ADMA)が全ての NOS

アイソフォームを阻害することが報告され，特に ADMAは L-NMMAと比べ存在量が多く，その濃

度変動が NOS阻害に大きな影響を与えることが明らかになった[7,8]。これらのメチルアルギニン類

は，蛋白質の L-Arginine残基が protein arginine N-methyltransferase（PRMT）によりメチル化され，そ

の後加水分解されることにより遊離型として生成し，生体内循環系に放出される[7]。これらのメチ

ルアルギニン類はグアニジノ基のメチル化の違いにより 3種類のアイソフォームが存在し，ADMA

と L-NMMAは非対称な構造を持ち，NG,NG’-Dimethyl-L-arginine (SDMA)は対称な構造をしている

（Figure 1）。L-NMMAと ADMAは NOS阻害作用の他，それ自身が内皮細胞を傷害して活性酸素を

過剰に産生することにより，内皮機能を低下させることも知られている[9]。また，SDMAは NOS阻

害作用を有していないが，L-Arginineの細胞内取り込み機構を阻害するため，間接的に NO産生を阻

害するといわれている[10]。これまでに心臓[11]，肝臓[12,13]，腎臓[14]および糖尿病[15,16]などの循

環器疾患で血漿中メチルアルギニン類濃度が上昇すると報告されている。さらに，様々な疾患と

ADMAとの関連性について研究が行われた結果，近年では酸化ストレスの亢進により ADMA濃度が

上昇することが示唆されている[17-19]。一方で，ADMAおよび SDMAと比べ更に低い濃度域でしか

血漿中に存在しない L-NMMAについては測定方法が限定され，3種メチルアルギニン類の濃度と疾

患の関連性を解析した文献はほとんどない。したがって，これら 3種類のメチルアルギニン類の同時

分析は，酸化ストレスや病態のメカニズム解明に有益であると考えられる。 



野中聖子 博士論文 
HPLC-蛍光検出法を用いたメチルアルギニン類高感度定量法の開発および統合失調症患者血漿への応用 
 
 

Page 12 

 これまでに電気泳動法[20]，イオン交換クロマトグラフィー法[21]，モノクローナル抗体分析法[22]，

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）-UV検出法[23]および HPLC-電気化学検出法[24]などを用いた

メチルアルギニン類分析法が開発されてきた。これらの分析法は，血漿中に 1 µM未満しか存在しな

いメチルアルギニン類を測定するためには，感度や精度に問題があった。近年では，HPLC-マススペ

クトロメトリー法(LC-MS) [25-36]，タンデム質量分析法(MS-MS) [37]，キャピラリー電気泳動(CE)-MS

法[38]およびキャピラリー電気泳動-レーザー蛍光検出法(CE-LIF) [39]などがメチルアルギニン類の

分析法として用いられている。さらに，超高速液体クロマトグラフィー(UHPLC)とMSを組み合わせ

た高感度分析法なども開発されている[30]。一方で，経済性・汎用性等の観点において多くの実験施

設に導入可能な分析方法として，広く HPLC-蛍光検出法が用いられており，これまでに様々な臨床

研究にも応用されている[40-43]。蛍光誘導体化試薬としては，o-phthalaldehyde（OPA）[44-56]，

naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde（NDA）[57]，6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate（AQC）

[58-60]および phenyl isothiocyanate （PITC） [61]などが用いられ，特に OPAを用いた蛍光誘導体化

法は最も古くから用いられている手法であり，少しずつ改良されながらその感度・精度の向上，測定

時間短縮が試みられてきた。しかしながら，これまでに挙げた蛍光誘導体化法では，メチルアルギニン

類を測定するには感度が不十分であることから，多量の生体試料が必要とされてきた。L-NMMAは

ADMAおよび SDMAと比べて半分以下の濃度でしか血漿中に存在せず，HPLCを用いた分析法では

測定することができなかった。さらに蛍光誘導体化物質が不安定であるために再現性に劣り，ADMA

と SDMAは構造の類似により分離が困難であったため，実用的な 3種の同時分析法が確立されてい

なかった。これらの問題点を改良するため，私はこれまでに蛍光誘導体化試薬として

4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole（NBD-F）を用いて，メチルアルギニン類を測定する HPLC蛍光

検出法を開発してきた[62-64]。NBD-Fは他の蛍光誘導体化試薬と比較して感度に優れ，蛍光誘導体

化後も室温で数日は安定であることから高精度な分析が可能である。また試薬の取り扱いも簡便であ

り，アセトニトリル溶液中で安定であることから，蛍光誘導体化反応直前に用時調製する必要もない。

これらのことから，本研究においても NBD-Fを蛍光誘導体化試薬として採用した。 

 血漿中にはメチルアルギニン類の他にも蛍光誘導体化物質と反応する物質が多く含まれているこ

とから，通常メチルアルギニン類を抽出するための前処理が必要となる。一連の操作の中で最も煩雑

で時間を要するメチルアルギニン類の抽出に関しては，主に陽イオン交換カートリッジを用いた吸引
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ろ過法が採用されており，一部自動化などの改良はなされているものの[52]，10年以上同じ手法が用

いられている。そこで我々は，近年 GL Sciencesにより開発されたMonoSpin SCXを用い，簡便で高

精度な新しい前処理方法を開発した。MonoSpin SCXは均一な連続孔を持つシリカモノリスを用いた

前処理用のスピンカラムで，すべての操作は遠心機による簡便な処理が可能であり，高い通液性によ

り生体試料でも高速処理可能，微量サンプルでも希釈されずに回収可能という特徴を有している。 

 HPLCにおいては，測定時間の短縮のためにモノリス型シリカカラムを分離カラムとして採用した。

モノリス型シリカカラムは，3次元ネットワーク上の骨格とその空隙が一体となった構造をしている

（Figure 3）[65,66]。この流路と骨格の共連続構造のため，従来の分析法で用いられていたシリカ充

填型カラム（Figure 4）と比べ，モノリス型シリカカラムは低圧送液が可能となり，高い分離能を維

持したまま高流速での分離が可能となる。しかしながら，モノリス型シリカカラムの短所として，シ

リカカラムとその化学修飾の過程を含むカラム調製の煩雑さ，厳密な再現性を得ることの困難さ，お

よび空隙率が大きく試料の負荷量と保持用量が小さいことなどが挙げられる。これまでに我々は理論

段数の比較的高い ChromolithTM（Merck）[67]を用いたメチルアルギニン類の分析法の確立を試みた

が，当時の技術ではシリカ充填型カラムの性能に達するモノリス型シリカカラムは存在せず，測定対

象は血漿中 ADMAのみに限定された[64]。近年開発されたMonoClad C18-HS（GL Sciences）は，シ

リカ充填型カラムにおける 5 µm粒子相当の圧力で 3 µm粒子相当の理論段数を得ることができ，高

流速分析による時間短縮が可能である。このカラムは，NBD-Fを用いたアミノ酸のハイスループッ

ト分析法にも採用されており[68]，カラム長を短くしてさらに流速を上げても良好に分離・分析可能

であることが報告されている[69]。そこで，本法においてはMonoClad C18-HS (150mm×3mm I.D., GL 

Sciences Inc.)を分離カラムとして採用した。 

 このように本研究においては新たな技術を採用し，メチルアルギニン類測定を最適化することで，

一連のプロセスの簡便化，検出の高感度化および測定時間の短縮を試みた。さらに，L-Arginine/ADMA

比がNOバイオアベイラビリティの指標として有用である可能性[70]が示唆されていることから，メ

チルアルギニン類の 100倍以上の濃度で存在する L-Arginineも分析対象とした。 
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Figure 3.  モノリス型シリカカラムの構造（引用：GLサイエンスHP） 

 

 

Figure 4. 従来のシリカ充填型カラムの構造（引用：Imtakt HP） 
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2.2. 実験 

2.2.1. 試薬および機器 

 L-Arginine, L-NMMA, ADMAおよび SDMAは Sigma (St. Louis, MO, USA)より入手した。L-Arginine, 

L-NMMA, ADMAおよびSDMAは10 mM 塩酸 (Wako Pure Chemicals, Osaka, Japan) に溶解して5 mM

に調製し，4°Cにて保存した。内標準物質である Nω-propyl-L-Arginine (N-PLA)はCayman Chemical (Ann 

Arbor, MI, USA)より購入した。N-PLAはエタノール (Wako Pure Chemicals) に溶解して 5 mMに調製

し，-20°Cで保存した。  

 リン酸水素二ナトリウムおよび 28% アンモニア溶液はWako Pure Chemicals (Osaka, Japan)より購

入した。固相抽出に用いる 10 mMリン酸緩衝液は，リン酸水素二ナトリウムを純水 (Milli-Q reagent 

system, Nihon Millipore, Tokyo, Japan) に溶解し，水酸化ナトリウムを添加し pH メーターHM-30R 

(TOA DKK, Tokyo, Japan) を用いて pH 7.0に調整し，4°C にて保存した。溶出液として 28%アンモニ

ア：水：メタノール= 10：40：50 (v/v/v) を調製し，同様に 4°Cにて保存した。 

 3つの濃度レベルのキャリブレーションサンプル（低濃度：40 µM L-Arginine + 0.2 µMメチルアル

ギニン類, 中濃度：100 µM L-Arginine + 0.5 µMメチルアルギニン類, 高濃度：200 µM L-Arginine + 

1.0 µM メチルアルギニン類）は，保管していたそれぞれの標品溶液を 10mMリン酸緩衝液 (pH 7.0) 

に溶解して調整した。また 5 mM N-PLAの標品溶液を 10mMリン酸緩衝液 (pH 7.0) で希釈し，内標

準液（1.0 µM N-PLA）を調製した。 

 NBD-Fおよび酢酸はWako Pure Chemicals (Osaka, Japan)より購入した。アセトニトリル(HPLC 

grade) は Kanto Chemical (Tokyo, Japan)より入手した。20 mM NBD-Fアセトニトリル溶液は-20°Cに

て保存した。 ホウ酸は Kanto Chemical (Tokyo, Japan)より購入し，6% 酢酸 (v/v) 溶液および 100 mM 

ホウ酸緩衝液 (pH9.0) は 4°Cで保存した。  

 リン酸二水素ナトリウム·2水和物は Wako Pure Chemicals (Osaka, Japan)より購入し，移動相用の

50 mMリン酸緩衝液(pH3.2)を調製した。テトラヒドロフラン(THF) は Wako Pure Chemicals (Osaka, 

Japan)より購入した。移動相 Aとして，50 mMリン酸緩衝液(pH3.2):アセトニトリル:THF= 96:4: 0.04 

(v/v/v)を調製した。移動相 Bはアセトニトリル 100%とした。 
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2.2.2. 生体サンプル 

 分析法の検討やバリデーションに用いるためのへパリン処理ヒトプール血漿は，COSMO BIO CO., 

LTD (Tokyo, Japan)より購入した。血漿サンプルは 1 mLずつ分注し，分析に供するまで-80℃で冷凍

保管した。さらに，確立した分析法を用いた測定を行うために，健常成人 6名の血漿サンプルを獨協

医科大学から入手し，同様に-80℃で冷凍保管した。なお，本実験は獨協医科大学の倫理委員会によ

る承認を取得済みである。 

2.2.3. 除タンパク 

 -80℃で冷凍保管していた血漿を室温にて融解し，除タンパク操作開始まで氷浴に静置した。50 µL

の血漿に 100 µLのメタノール(Wako Pure Chemicals, Osaka, Japan)および 50 µLの 1 µM N-PLAを添加

し，10秒間 Vortex Mixer VX 100 (Labnet International, Edison, NJ, USA)で攪拌した。その後-80℃で 30

分間放置した後，Micro Refrigerated Centrifuge KUBOTA 1920 with RA-48J rotor (KUBOTA, Tokyo, 

Japan) を用いて 20,600 g (15,000 rpm), 4℃で 10分間遠心した。その後，150 µLの上清を 10 mMリン

酸緩衝液(pH7.0) 400 µLに加え，10秒間ボルテックスミキサーで攪拌した。さらに，Table-top centrifuge 

CIBITAN-R (Merck Millipore, Tokyo, Japan)ミニ遠心装置で 10秒間遠心し，チューブの壁面に飛散した

液滴をチューブの底に集めてから，固相抽出操作に供した。なお，キャリブレーション用のサンプル

として，低濃度（40 µM Arginine + 0.2 µMメチルアルギニン類）, 中濃度（100 µM Arginine + 0.5 µM

メチルアルギニン類）および高濃度（200 µM Arginine + 1.0 µMメチルアルギニン類）の 3つの濃度

域の標準液についても，血漿と同様に処理を行った。 

2.2.4. 固相抽出法 

 Mono Spin SCX (GL Sciences, Saitama, Japan)に廃液チューブをセットし，平衡化操作として，メタ

ノール 300 µLをアプライし，Micro Refrigerated Centrifugeで 3,300 g (6,000 rpm)にて 30秒間の遠心を

2回繰り返した。なお，遠心後の廃液はその都度取り除いた。次に 300 µLのイオン交換水をアプラ

イし，3,300 gにて 30秒間の遠心を 2回繰り返した。最後に 300 µLの 10 mMリン酸緩衝液をアプラ

イし，3,300gにて 30秒間の遠心を 2回繰り返した。吸着操作として，除タンパク後の上清を 150 µL

を添加した 10 mMリン酸緩衝液 400 µLをアプライし，3,300 gにて 30秒間遠心した。洗浄操作とし

て，300 µLのイオン交換水をアプライし，9,200 g (10,000 rpm)にて 30秒間の遠心を 2回繰り返した。

Mono Spin SCXの廃液チューブを取り外し，回収チューブを取り付け，溶出操作として，28% アン
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モニア:水:メタノール=10:40:50 (v/v/v) 100 µLをアプライ後，1分間放置し，9,200 gにて 1分間遠心

した。その後，溶出液を Centrifugal concentrators VC-96N (TAITEC, Saitama, Japan) with Freeze Trap 

VA-800F (TAITEC)を用いて-0.1 MPaにて 50分間の減圧乾固を行った。 

2.2.5. NBD蛍光誘導体化 

 液体が全て蒸発したことを確認したのち，130 µLの 100 mMホウ酸緩衝液(pH 9.5)を添加し，ボル

テックスミキサーで 10秒間攪拌した。この溶液に 20 mM NBD-F アセトニトリル溶液を 30 µL添加

し，ボルテックスミキサーで 10秒間攪拌した後，40℃のDry Thermo Unit DTU-2C (TAITEC, Saitama, 

Japan)で 3分間インキュベートした後，40 µLの 6%酢酸を添加して反応を停止させた。NBD-Fとア

ミノ酸の蛍光誘導体化反応を Figure 5に示す。その後，前処理由来の夾雑物質を取り除くためにMicro 

Refrigerated Centrifugeで 20,600 gにて 10分間遠心し，上清を 0.2 µm フィルターNon-Sterile Millex-LG 

(Millipore, Bedford, MA, USA)を装着した 1 mLツベルクリン用シリンジ(TERUMO, Tokyo, Japan)を用

いてフィルターろ過したのち，10 µLをHPLCシステムに注入した。L-Arginineを分析する際には，

誘導体化されたサンプルを 6%酢酸で 10倍希釈し，10 µLをHPLCシステムに注入した。 
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Figure 5. NBD-Fとアミノ酸の蛍光誘導体化反応 
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2.2.6. HPLC条件 

 クロマトグラフィーシステムは，液体クロマトグラフィー LC-20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan), 脱

気装置DGU-20A 5R (Shimadzu), システムコントローラーSCL-6B (Shimadzu), オートインジェク

ター SIL-9A (Shimadzu), カラムオーブン CTO-2A (Shimadzu), 蛍光検出器 FP-2025 plus 

(Jasco,Tokyo, Japan) およびインテグレーター807-IT (Jasco)で構成した（Figure 6）。分離用カラムに

はカートリッジ式のガードカラム (Intersil, C8-4 5µm, 10 x 3 mm., GL Sciences)を装着したMono Clad 

C18-HS (150 x3 mm i.d., GL Sciences, Tokyo, Japan) を用いた。移動相 Aは 50mMリン酸緩衝液(pH 

3.2):アセトニトリル:THF = 96:4:0.04 (v/v/v)の混合液，移動相 Bはアセトニトリル 100%を用いた。グ

ラジエントプログラムは，①0–13分：移動相 A 100%, ②13–19.5分：移動相 Aを線型的に 70%まで

漸減, ③19.5–24 分：移動相 A 70%，と 3段階でプログラムした。流速は 1.3 mL/min，カラムオーブン

温度は 45℃に設定した。蛍光検出器の励起波長および蛍光波長はそれぞれ 470 nmおよび 530 nmに

設定した。 
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Figure 6. HPLCシステム 
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2.2.7. バリデーション 

2.2.7.1. キャリブレーション 

 L-NMMA, ADMAおよび SDMAは 0.2, 0.5, 1.0 µM，また L-Arginineは 40, 100, 200 µMになるよう標

準溶液を調製し，生体試料と同様に除タンパクおよび固相抽出操作を行い，NBD蛍光誘導体化した

試料を測定し，蛍光強度（ピーク高さ）と濃度のキャリブレーション結果から数式を作成した。測定

対象となる生体試料中のメチルアルギニン類の濃度は，各メチルアルギニン類のキャリブレーション

結果から算出した。 

2.2.7.2. 絶対回収率 

 前処理操作によるメチルアルギニン類の絶対回収率（未処理のものと比較）を求めた（N=3）。

L-NMMA, ADMAおよび SDMAの溶液を 0.2, 0.5, 1.0 µM，L-Arginineの溶液を 40, 100, 200 µMの濃度

となるよう調製し，除タンパクおよび固相抽出後に NBD蛍光誘導体化した試料を測定し，相当濃度

のメチルアルギニン類標品を前処理操作なしで NBD化したものと蛍光強度（ピーク高さ）を比較し

た。 

2.2.7.3. 検出限界 

 検出限界はピークと測定時のノイズの signal-to-noise ratio（S/N比）から求め，値は S/N=3とした。 

2.2.7.4. 日内変動 

 L-NMMA, ADMAおよび SDMAの溶液を 0.2, 0.5, 1.0 µM，L-Arginineの溶液を 40, 100, 200 µMの濃

度となるよう血漿に添加し，除タンパクおよび固相抽出後にNBD蛍光誘導体化した試料を，1日の

うちに 5回測定した。 

2.2.7.5. 日間変動 

 L-NMMA, ADMAおよび SDMAの溶液を 0.2, 0.5, 1.0 µM，L-Arginineの溶液を 40, 100, 200 µMの濃

度となるよう血漿に添加し，除タンパクおよび固相抽出後にNBD蛍光誘導体化した試料を、日を変

えて 6回測定した。 
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2.3. 結果および考察 

2.3.1. スピンカラムを用いた固相抽出法 

 スピンカラムであるMonoSpinを用いた固相抽出法について，担体の選択，処理条件の最適化を実

施した。さらに抽出効率の向上のため，固相抽出前の除タンパク操作についても検討した。 

2.3.1.1. 担体の選択 

 固相抽出にはスピンカラムであるMonoSpinを用いた。これは均一な連続孔を持つシリカモノリス

を用いた前処理用のスピンカラムで，すべての操作は遠心機による簡便な処理が可能で，50 µL程度

の微量サンプルでも希釈されずに回収可能である。MonoSpinの担体としては，弱陽イオン交換作用

を有するカルボキシ基を担体としたMonoSpin CBA，強陽イオン交換作用を有するプロピルベンゼン

スルホン酸を担体としたMonoSpin SCXならびに強陽イオン交換作用と無極性相互作用を有する

MonoSpin C18-CXの 3種類で検討した（Figure 7）。 

 各担体の標準プロトコルa,に従い前処理の検討を行ったところ，MonoSpin CBAでは，L-NMMAと

ADMAの間にMonoSpin CBA由来と考えられる夾雑ピークが存在することが明らかになった

（Figure 8）。また，MonoSpin SCXおよびMonoSpin C18-CXの回収率は，それぞれ 30~60%および

60~80%であり，MonoSpin SCXの方が回収率は良好であった（Table 1）。そこで担体としてはMonoSpin 

SCXを用いることにし，さらに最適化を行った。 

 

a MonoSpinTM SCX取扱説明書，MonoSpinTM CBA取扱説明書，MonoSpinTM C18-CX取扱説明書 
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Figure 7. 検討した担体の種類 

 

Table 1. MonoSpinで処理したときの回収率（%） 

MonoSpin担体 L-NMMA ADMA SDMA 

CBA 70.7 77.1 68.2 

C-18-CX 31.1 52.9 61.9 

SCX 66.1 85.2 83.5 

前処理なしの 25 µMメチルアルギニン類標品に対する前処理後の各メチルアルギニン類のピーク高さの割合 
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Figure 8.  MonoSpin 担体の検討(CBA vs C18-CX vs SCX)  

(1) L-NMMA, (2) Homoarginine, (3) ADMA, (4) SDMA (流速：1.5mL/min) 
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2.3.1.2. MonoSpin SCX を用いた前処理条件の最適化 

 MonoSpin SCXでの回収率を 100%に近づけるため，前処理条件の最適化を行った。吸着および洗

浄時の遠心速度を標準プロトコルの 9,200 g (10,000 rpm)から 3,300 g (6,000 rpm)に下げて通液時間を

長くしたところ，メチルアルギニン類の回収率は 34~65%改善した。さらに，用いる緩衝液の塩濃度

が高すぎるために，塩基性物質がカラムに保持されずサンプルロード時や洗浄段階で溶出した可能性

が考えられたことから，リン酸緩衝液濃度についても検討を行った。カラムのイオン交換能力を活か

すために，リン酸緩衝液の濃度を標準プロトコルに提示されている 20mMから 10mMまで下げたと

ころ，回収率はほぼ 100%になった。 

 またサンプル吸着時のリン酸緩衝液の pH変動が回収率に与える影響について，pH 4.0, 7.0（標準

プロトコル）, 9.0で検討したところ，いずれの pHにおいてもメチルアルギニン類の回収率について

大きな差は見られず（Table 2），頑健性・再現性に優れていることが確認された。pH7.0において，

バックグラウンドノイズが最も小さかったことから，pH7.0を選択した。 

 最適化された固相抽出条件を Figure 9に，最適化後のクロマトグラムおよび回収率を Figure 10お

よび Table 3に示す。 



野中聖子 博士論文 
HPLC-蛍光検出法を用いたメチルアルギニン類高感度定量法の開発および統合失調症患者血漿への応用 
 
 

Page 26 

 

Table 2. Bufferの pHを変えて SCXで処理したときの回収率（%） 

MonoSpin担体 L-NMMA ADMA SDMA 

pH 4.0 (N=5)  120±13.3  121±10.8  118±9.8  

pH 7.0 (N=7)  109±4.3  114±4.3  114±4.2  

pH 9.0 (N=2)  112±5.7  114±5.6  114±7.0  

前処理なしの 25 µMメチルアルギニン類標品に対する前処理後の各メチルアルギニン類のピーク高さの割合 

 

 

 

Figure 9.  最適化されたメチルアルギニン類のMonoSpin SCX前処理法 
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Figure 10.  MonoSpin SCX前処理法最適化後のクロマトグラム 

(1) L-NMMA, (2) Homoarginine, (3) ADMA, (4) SDMA (流速：1.5mL/min) 

 

Table 3. MonoSpin SCX条件最適化前後の回収率（%） 

MonoSpin SCX L-NMMA ADMA SDMA 

標準プロトコル 66 85 84 
最適化後(N=7) 109±4.3 114±4.3 114±4.2 
前処理なしの 25 µMメチルアルギニン類標品に対する前処理後の各メチルアルギニン類のピーク高さの割合 
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2.3.1.3. 除タンパク操作 

 固相抽出装置MonoSpin SCXに血漿を直接アプライするとフィルターが目詰まりを起こすため，目

詰まりを防止し，また NBD蛍光誘導体化時にメチルアルギニン類以外のアミノ酸残基による反応を

抑えるために，固相抽出前に除タンパク操作を行った。除タンパクに用いる試薬として，トリクロロ

酢酸（TCA）およびメタノールを用いて検討した。 

 TCAを用いた除タンパク操作として，100 µLの 25 µMメチルアルギニン類，90 µLのイオン交換

水および 10 µLの 100 w/v% TCAを遠心チューブに順次添加し，ボルテックスミキサーで 10秒間攪

拌した後，9,200 g (10,000 rpm)で 10分間遠心した。その後 150 µLの上清をとり，370 µLの 10 mMリン

酸緩衝液および 30 µLの 1規定水酸化ナトリウムを添加して攪拌した。攪拌後の混合液が pH 6.5で

あることを pH試験紙で確認した後，固相抽出操作に供した。 

 メタノールを用いた除タンパク操作として，100 µLの 25 µMメチルアルギニン類および 100 µLの

メタノールを遠心チューブに順次添加し，ボルテックスミキサーで 10秒間攪拌し，-80℃で 30 分間

放置した後，9,200 g (10,000 rpm)で 10 分間遠心した。その後 150 µLの上清をとり，400 µLの 10 mM

リン酸緩衝液を添加し攪拌した後，固相抽出操作に供した。 

 その結果，TCAでは L-NMMAの回収率が低く，ADMAと SDMAのばらつきが大きかったが，メ

タノールではすべてのメチルアルギニン類の回収率は良好で，ADMAと SDMAのばらつきも少な

かったことから（Table 4），除タンパクに用いる試薬としてメタノールを選択した。 
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Table 4. 除タンパク後の回収率（%） 

試薬 L-NMMA ADMA SDMA 

TCA 84.6 ± 4.1 106 ± 12 103 ± 10 

Me-OH 99.9 ± 8.4 109 ± 3.9 106 ± 4.7 

平均値±標準偏差（N=3） 
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2.3.1.1. 処理効率 

 MonoSpin SCXを用いる固相抽出では，すべての操作は遠心機による簡便な処理が可能で，50 µL

程度の微量サンプルでも希釈されずに回収可能である。これまでに汎用されてきた Oasis MCX 

cartridgesを用いた真空ポンプによる吸引方式での固相抽出法の場合 100~200 µLのサンプルを要する

のに対し，Monospin SCXでは 40 µL以下（除タンパク操作後の上清に含まれる血漿サンプル量

37.5 µL）の微量サンプルでも再現性良く抽出される。また従来の吸引装置(Laboratory Vacuum 

Manifold)を用いたろ過においては，同時に処理できるサンプル数に限界があり（20サンプル程度），

煩雑な操作が必要であったが，本法においては，遠心機のみを利用した簡便で再現性の高い操作が可

能になった。また従来の固相抽出装置はプロセスの最後に 1 mLの溶出液を用いていたため，溶媒を

除くための減圧乾固に 2時間以上を要していたが，MonoSpinにおいては 100 µL程度の溶出液で済む

ため，減圧乾固に必要な時間は 1時間未満となる。これらのプロセス改良により，より微量の血漿か

ら効率的にメチルアルギニン類を抽出することが可能となり，前処理操作全体でかかる時間は 2時間

以上短縮された。 

2.3.2. NBD-Fを用いた蛍光誘導体化 

 NBD-Fを用いる利点として，NBD-F自体は無蛍光であることから，バックグラウンドノイズを抑

えられるということが挙げられる。しかしながら，目的とする測定物質の直近に夾雑ピークが認めら

れた（Figure 19）。ADMA, SDMAおよび生体由来の Homoarginineはそれぞれの保持時間が近いため，

夾雑ピークを抑えることは，高流速において再現性の高い分析法を目指すには必須の条件である。そ

こで本法においては，従来のNBD化条件[62,63]をもとにNBD-Fアセトニトリル溶液濃度を10, 20, 30, 

40 mM（従来法の濃度）の範囲で，反応時間を 1, 2, 3（従来法の反応時間）, 4分間の範囲で検討した

ところ，従来法の濃度と比較し，20 mMのNBD-Fアセトニトリル溶液濃度で 3分間インキュベー

ションすることで NBD蛍光誘導体化反応はほぼ 100%に達したことから（Table 5），この条件を NBD

蛍光誘導体化の最適条件とした。また，この条件下においては，従来法と同程度の蛍光強度を保ちな

がら，生体試料に含まれるメチルアルギニンの濃度域において夾雑ピークはほとんど検出されなく

なった。最適化されたNBD蛍光誘導体化条件は，2.2.5項に示した。 

 なお，NBD蛍光誘導体化した試料は，室温で 3日間以上安定であることを確認しており（Figure 11），

また4℃で6週間保管後も内標準物質で補正すれば安定した測定値が得られることも新たに確認した。
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Table 5. NBD-F濃度および反応時間の検討 

NBD-F濃度 

(mM) 
分析対象 

反応時間 / 反応率(%) 

1 min 2 min 3 min 4 min 

10 

L-NMMA 22.1 24.5 20.7 16.8 

ADMA 21.9 56.2 67.8 78.4 

SDMA 25.0 61.0 75.3 87.2 

20 

L-NMMA 59.7 85.0 96.6 97.8 

ADMA 60.4 85.8 91.7 91.1 

SDMA 62.7 86.0 97.3 97.9 

30 

L-NMMA 76.9 90.7 98.0 102 

ADMA 76.4 92.2 95.2 95.7 

SDMA 78.9 91.8 97.5 103 

40 

L-NMMA 77.1 96.3 100 96.4 

ADMA 79.3 101 100 95.3 

SDMA 80.0 97.1 100 94.7 

反応温度は 40℃に固定し，反応時間を 1, 2, 3, 4 min，NBD-F濃度を 10, 20, 30 mMに振って検討した。また，比較対照

として，従来の蛍光誘導体化条件である反応温度 40℃，反応時間 3 min，NBD-F濃度 40 mMの蛍光強度（ピーク高さ）

を 100％として比較した。なお，条件検討に使う標準品の濃度は生体内の濃度に近い 0.5 µMとした。 
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Figure 11. NBD化後のサンプルの室温保存時の安定性[62] 

（蛍光誘導体化直後の蛍光強度を100%とする） 
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2.3.3. HPLC条件検討 

 HPLC条件について，カラムオーブン温度，流速，移動相および内標準物質について検討した。加

えて，HPLC注入前のろ過操作についても検討した。 

2.3.3.1. カラムオーブン温度 

 カラムオーブン温度について，流速を 0.4 mL/minに固定し，40, 41, 42, 43, 44, 45℃の範囲で検討を

行った。 

 カラムオーブン温度とメチルアルギニン類の溶出時間の関係を Figure 12に，カラムオーブン温度

とメチルアルギニン類の理論段数aの関係を Figure 13に，カラムオーブン温度とメチルアルギニン類

の分離度bの関係を Figure 14に示した。 

 カラムオーブン温度を 40℃から 45℃に上げることにより，メチルアルギニン類で最後に溶出され

る SDMAの保持時間が約 5分短縮された（Figure 12）。理論段数は 42℃にピークがみられたものの，

いずれも 5000段以下のため大きな差ではないと考えられ，それは流速を上げることによって改良可

能であると考えられた（Figure 13）。なお，45℃まで明らかな分離度の低下はみられなかったc

（Figure 14） 。また当該カラムにおいて推奨される最高温度は 50℃であることを考慮し，当分析法

で使用するカラムオーブン温度は 45℃を選択した。 

 

a 接線法： N=(TR/W)2  N=理論段数，TR=保持時間，W=ピーク幅 
b R=1.18 x {(TR2 - TR1)/ (W0.5h1+W0.5h2)}  R=分離度，TR=各ピークの保持時間，W0.5h=各ピークの半値幅 

 L-NMMA：L-NMMAとHomoarginineの分離度を算出，ADMA：ADMAと Homoarginineの分離度を算出， 

 SDMA：SDMA と ADMAの分離度を算出 
c 第十六改正日本薬局方においてピークの完全分離とは，分離度 1.5 以上を意味する 
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Figure 12. カラムオーブン温度とメチルアルギニン類の溶出時間の関係 

 

 

Figure 13. カラムオーブン温度とメチルアルギニン類の理論段数（N）の関係 
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Figure 14. カラムオーブン温度とメチルアルギニン類の分離度の関係 
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2.3.3.2. 流速 

 本法における流速について，移動相 50mMリン酸緩衝液 (pH 3.2):アセトニトリル: THF = 96:4:0.04 

(v/v/v)を用いて 0.6, 0.8, 1.0, 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5 mL/minの範囲で検討を行った。 

 流速とメチルアルギニン類の溶出時間の関係を Figure 15に，流速とカラム圧の関係を Figure 16に，

流速とメチルアルギニン類の理論段数aの関係を Figure 17に，流速とメチルアルギニン類の分離度bの

関係を Figure 18に示した。 

 流速を上げるごとにメチルアルギニン類の保持時間は良好な分離状態cを保ったまま短縮された

（Figure 15，Figure 18）。当該カラムの最大耐圧が 30 Mpaであることから，その 1/2を超えない条

件を選択し（Figure 16），さらに理論段数の低下がみられない最適な流速である 1.3 mL/minを最適

流速として選択した（Figure 17）。なお，その条件における SDMAの溶出時間は約 15分であった。 

 

a 接線法： N=(TR/W)2  N=理論段数，TR=保持時間，W=ピーク幅 
b R=1.18 x {(TR2 - TR1)/ (W0.5h1+W0.5h2)}  R=分離度，TR=各ピークの保持時間，W0.5h=各ピークの半値幅 

 L-NMMA：L-NMMAとHomoarginineの分離度を算出，ADMA：ADMAと Homoarginineの分離度を算出， 

 SDMA：SDMA と ADMAの分離度を算出 
c 第十六改正日本薬局方においてピークの完全分離とは，分離度 1.5 以上を意味する 
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Figure 15. 流速とメチルアルギニン類の溶出時間の関係 

 

 

Figure 16. 流速とカラム圧の関係 
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Figure 17. 流速とメチルアルギニン類の理論段数（N）の関係 

 

Figure 18. 流速とメチルアルギニン類の分離度の関係 



野中聖子 博士論文 
HPLC-蛍光検出法を用いたメチルアルギニン類高感度定量法の開発および統合失調症患者血漿への応用 
 
 

Page 39 

2.3.3.3. 移動相条件検討 

 標品のみで検討を行っていた当初，50mMリン酸緩衝液 (pH 3.2):アセトニトリル = 96:4 (v/v)の移

動相で分離を試みていたが，ヒト血漿を用いて検討を始めたところ，ADMAと血漿由来の夾雑ピー

クが重なり，それは移動相条件におけるアセトニトリル濃度の調節だけでは分離困難であった。そこ

で，微量のテトラヒドロフラン(THF)を移動相に添加することで，ADMAと夾雑ピークの分離が可能

であることを見出した（Figure 19）。 

 移動相に添加するTHFを0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.1, 0.5%と濃度を振ったところ，①THF 0.01%～

0.02% では ADMAは夾雑ピークと分離されたが，SDMAが夾雑ピークと重なり，②THF 0.03，0.04，

0.05% では ADMAおよび SDMAは夾雑ピークと分離され，③THF 0.1%では ADMAおよび SDMA

が夾雑ピークと重なり，さらに④THF 0.5%ではADMAとHomoarginine（生体由来）のピークが重なっ

た。 

 ①～④の結果から，移動相に添加する THF濃度は 0.04%が最適な添加量であることが明らかにな

り，最適な移動相条件を 50mMリン酸緩衝液 (pH 3.2):アセトニトリル: THF = 96:4:0.04 (v/v/v)とした。 
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Figure 19.  移動相のTHF濃度検討(THF濃度: 0.01% vs 0.04%)時のクロマトグラム 

(1) L-Arginine, (2) L-NMMA, (3) Homoarginine, (4) ADMA, (5) SDMA (流速：0.8mL/min) 
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2.3.3.4. 内標準物質 

 メチルアルギニン類の測定に用いられる内標準物質については，L-NMMAおよび Homoarginieが

広く用いられている[71]。当初，本研究における内標準物質としてHomoarginineを用いていた

（Figure 20）。Homoarginineは生体内に ADMAよりも高濃度で存在しているが，過剰量を添加する

ことでメチルアルギニン類測定の内標準物質として用いることが可能である。しかしながら，2.3.3.3

項で最適化した移動相［50mMリン酸緩衝液(pH3.2)：アセトニトリル：THF =96：4：0.04］では，分

析対象である L-NMMA, ADMAおよび SDMAの血漿サンプルにおける分離は可能になったものの，

前処理操作に起因すると考えられる夾雑ピークと当初の内標準物質であるHomoarginineの分離が困

難となった。さらに，Homoarginineは生体内に少なからず存在し，Homoarginineの生体内濃度はADMA

よりも高いことが知られている[60]。 

 そこで本測定法においては，内標準物質としてメチルアルギニン類と類似の構造を有する生体外物

質である Nω-Propyl-L-arginine (N-PLA)を使用し，高精度な測定系を目指した。N-PLAをNBD蛍光誘

導体化し，移動相 50mMリン酸緩衝液(pH3.2)：アセトニトリル：THF =96：4：0.04，流速 1.3mL/min

においてイソクラティック条件で測定したところ，溶出時間は 44.2分であった。なお，ADMAおよ

び SDMAの溶出時間に十分な余裕が見られたこと，ならびに N-PLAの溶出時間が 40分を超えてい

ることから，ADMAの溶出直後からアセトニトリル濃度を漸増させるグラジエントプログラム（2.2.6

項）を設定した。N-PLAは生体内に存在せず，他の夾雑ピークとも重ならないため，頑健性・再現

性の高い測定が可能となった。 
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Figure 20. Homoarginineの構造式 

 

 

Figure 21. N-PLAの構造式 
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2.3.3.5. HPLC注入前フィルターろ過 

 HPLCシステムにサンプルを注入する前にフィルターろ過を行うことで，HPLCの分析信頼性の向

上，カラムの保護および感度の向上が期待される。MonoSpin SCXを用いて試料を前処理した場合，

フィルターろ過時に大きな抵抗が認められた。一方，MonoSpin C18-CX処理後には血漿サンプルお

よび標準品のいずれにも抵抗は認められなかった。このことから HPLCシステムにサンプルを注入す

る前の試料には，MonoSpin SCX担体に由来する粒子径の大きな夾雑物質が存在すると考えられ，ガー

ドカラムの劣化を早める可能性があると考えられた。 

 そこで，前処理後に NBD化試料を 15,000 rpmで 10分間遠心した後，0.22 µmフィルター（通常は

0.45 µmのフィルターが汎用される）でろ過したところ，シリンジを押す際の抵抗がなくなった。そ

の結果，ピーク状態の改善およびガードカラムの寿命を延長することができた。 

2.3.4. クロマトグラム 

 最適化された HPLC条件およびグラジエントプログラムを 2.2.6項に示す。メチルアルギニン類の

標準品(A)および血漿サンプル(B)の代表的なクロマトグラムを Figure 22に，L-Arginineの標準品(A)

および血漿サンプル(B)の代表的なクロマトグラムを Figure 23に示す。20分以内で内標準物質を含む

全てのメチルアルギニン類を測定することが可能となり，従来の 3種類メチルアルギニン類測定法と

比べて測定時間は 10分以上短縮された。なお，L-Arginineについてはイソクラティック条件におい

て 6分以内で測定可能である（Figure 23）。 
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Figure 22. (A) 標品のクロマトグラム(1) L-Arginine, (2) 0.5 µM L-NMMA, (3) 0.5 µM ADMA, 

(4) 0.5 µM SDMA, (5) 1.0 µM N-PLA（内標準物質） 

           (B) 50 µLヒト血漿サンプルのクロマトグラム(1) L-Arginine , (2) 0.04 µM 

L-NMMA, (3) 0.42 µM ADMA, (4) 0.51 µM SDMA, (5) 1.0 µM N-PLA（内標準物質） 
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Figure 23. (A) 標品のクロマトグラム (1) 40 µM L-Arginine. 

      (B) 50 µLヒト血漿サンプルのクロマトグラム (1) 80 µM L-Arginine. 

 



野中聖子 博士論文 
HPLC-蛍光検出法を用いたメチルアルギニン類高感度定量法の開発および統合失調症患者血漿への応用 
 
 

Page 46 

2.3.5. 線形性 

 L-NMMA, ADMAおよびSDMAについては0.2～1.0µMの，L-Arginineについては40～200 µMのキャ

リブレーション用サンプルを用いて検量線を作成した結果，再現性良く相関係数 0.999以上の良好な

直線性を示した（Figure 24, Table 6）。 
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Figure 24. L-NMMA, ADMA, SDMAおよびL-Arginineの標品のキャリブレーション曲線 
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Table 6. L-NMMA, ADMA, SDMAおよび L-Arginine%の CV値 

Concentrations 
Intra-day precision 

(CV, %) 

L-NMMA, µM (n=5)   

0.2 4.56 

0.5 4.54 

1.0 2.31 

ADMA, µM (n=5)   

0.2 2.31 

0.5 3.40 

1.0 2.22 

SDMA, µM (n=5)   

0.2 4.51 

0.5 4.27 

1.0 2.55 

L-Arginine, µM (n=5)   

40 3.27 

100 3.93 

200 2.05 
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2.3.6. 絶対回収率，検出限界, 真度および精度 

 前処理による絶対回収率は L-Arginine, L-NMMA, ADMA, SDMAおよび N-PLAでそれぞれ 85, 89, 

100, 104および 94%であった。 

 本分析法の検出限界は L-Arginineにおいて 9.0 fmol（希釈前の濃度として 0.06 µM，SN=3），L-NMMA

において 3.75 fmol（元の濃度として 0.0025 µM，SN=3），ADMAにおいて 7.5 fmol（元の濃度とし

て 0.005 µM, SN=3），SDMAにおいて 3.75 fmol（元の濃度として 0.0025 µM，SN=3）であった。こ

れまでにOPA蛍光誘導体化法等と比較して数倍感度の良いNBD-Fによる蛍光誘導体化法とシリカ充

填型カラムを組み合わせた HPLC-蛍光検出法を確立してきたが[62,63]，本法はこれらの 2倍以上高感

度であった。 

 日内変動における CV値は，L-Arginine, L-NMMA, ADMAおよび SDMAにおいて，それぞれ 4.78, 

4.34, 4.34および 4.50%であった（n=5）。また，日間変動における CV値は，L-Arginine, L-NMMA, ADMA

および SDMAにおいて，それぞれ 6.76, 4.95, 3.24および 3.00%であった（n=6）。血漿に低濃度，中

濃度，高濃度の標品を添加したときの添加回収率を求め，真度（Accuracy）を回収率（Recovery）と

して算出したところ，ほぼ 100%であった（Table 7）。これらの結果から，本測定法が良好な再現性

を有することが示された。 
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Table 7. L-Arginine, L-NMMA, ADMAおよび SDMAの精度および真度 

Concentration 

(mean±SD) 

Precision 

(CV, %) 

Recovery 

(%) 

L-NMMA added, µM (n=5)   

0 0.04±0.000 4.34  

0.2 0.24±0.001 4.78 97 

0.5 0.53±0.003 2.87 98 

1.0 1.04±0.006 1.74 100 

ADMA added, µM (n=5)   

0 0.42±0.003 4.34  

0.2 0.63±0.014 3.07 102 

0.5 0.93±0.009 2.63 101 

1.0 1.42±0.012 1.61 100 

SDMA added, µM (n=5)   

0 0.51±0.012 4.50  

0.2 0.70±0.020 3.30 97 

0.5 1.02±0.023 2.86 103 

1.0 1.50±0.040 1.01 99 

L-Arginine added, µM (n=5) 

0 80.3±11.8 4.78  

40 120.9±37.6 1.76 102 

100 183.8±33.3 3.44 104 

200 282.5±63.5 4.11 101 
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2.3.7. 健常成人における L-NMMA, ADMA, SDMAおよび L-Arginineの血漿中濃度 

 本測定法を用いて，獨協医科大学より提供された健常成人の血漿中 L-Arginine, L-NMMA, ADMAお

よび SDMA濃度を測定したところ，それぞれ 83.8±30.4, 0.05±0.01, 0.41±0.07および 0.59±0.11 µMで

あった（n=6）。L-Arginine濃度範囲は一般的に40~200 µM程度，L-NMMAは 0.05 ± 0.01 µM (n=20) [30]，

ADMAは 0.50±0.063 µM(n=2311)，SDMAは 0.53±0.101 µM (n=2311)と報告されている[71]ことから，

本法により求めた濃度は既報とほぼ一致し，本法がヒトの生体試料の測定に適していることが示され

た。 
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Table 8.  健常成人の血漿中 L-NMMA, ADMA, SDMAおよび L-Arginine  

  

性別 

 

年齢 
L-NMMA  

(µM) 

ADMA  

(µM) 

SDMA  

(µM) 

L-arginine 

(µM) 

Healthy donor 1 男性 58 0.07 0.50 0.45 105 

Healthy donor 2 女性 49 0.05 0.46 0.62 117 

Healthy donor 3 女性 62 0.03 0.30 0.48 53.0 

Healthy donor 4 男性 68 0.04 0.37 0.61 80.3 

Healthy donor 5 女性 62 0.04 0.37 0.73 42.8 

Healthy donor 6 男性 63 0.06 0.45 0.69 105 

Mean±SD (n=6)  60.3±6.4 0.05±0.01 0.41±0.07 0.59±0.11 83.8±30.4 
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2.4. まとめと考察 

 HPLCを用いた短時間かつ簡便なメチルアルギニン類の高感度測定法を確立した[72]。本測定法は，

HPLC-蛍光検出法を利用したシンプルな測定法であることから，どのような施設にも容易に導入可能

である。さらに，前処理操作が簡便で，内標準物質として生体内に存在しない化合物を採用している

ことから，誰でも再現性良く生体試料中に含まれるメチルアルギニン類の測定を行うことができる。

また，L-Arginine/ADMA比は，NOの生体内利用率の指標として有用であることが報告されているこ

とから[70]，本測定法では L-Arginineも定量できるようバリデートしている。 

 以上のように，本測定法は生体内に含まれる L-Arginineおよびメチルアルギニン類をルーチンに測

定することができる極めて有用な分析方法であると考えられる。 

 近年では，循環器疾患の他にも精神疾患や癌など様々な病態でメチルアルギニン類が上昇すること

が報告されており[73]，健康人でも生活習慣の乱れ等により，メチルアルギニン類が上昇するとも言

われている[74,75]。今後は，メチルアルギニン類の疾患バイオマーカーとしての有用性および病態解

明などに貢献することが期待される。 
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3. 統合失調症患者血漿への応用 

3.1. 背景 

 NOは内皮細胞，平滑筋細胞およびニューロン等から産生され，血管収縮や神経伝達などの様々な

生理機能を調節しており[76]，冠動脈性心疾患などの血管障害においては NO産生が低下することが

知られている[77,78]。また，NOは脳の神経伝達に関与しており[79]，脳の血流調節[80,81]およびミ

トコンドリアの呼吸調節に重要な役割を担っている[81]。これに関連して，NOの内因性阻害物質で

あるメチルアルギニン類は，恒常的に脳内に存在していることが知られており[82,83]，アルツハイ

マーなどの認知機能障害[84-86]およびうつ病[87,88]において血中メチルアルギニン類濃度が上昇す

ることが示唆されている。統合失調症はうつ病とは独立した疾患として考えられているが，分類の難

しい境界例が存在すること，統合失調症やうつ病が同一家系に集積すること，共通の症状が存在する

こと，さらに統合失調症の症状として認知機能障害（陰性症状）が挙げられることから[89]，統合失

調症においても NOおよびメチルアルギニン類が関与している可能性がある。 

 近年では，統合失調症において，重要な神経伝達物質であるグルタミン酸および D-セリンの関与

が報告されており，またこれらが作用する NMDA型グルタミン酸受容体の機能低下が統合失調症の

発症にかかわっていることが示唆されている[90-92]。神経系においては，グルタミン酸の NMDA受

容体刺激によってカルシウムが細胞内に流入し，カルシウムがカルモジュリンに結合することで

NOSが活性化して NOの産生が誘導される。さらに NOがシナプス間隙を逆行し，シナプス前終末

における cGMPの産生を促すという，NMDA-NO-cGMP経路がグルタミン酸やドパミンなどの神経

伝達物質の放出を制御していることが明らかにされている[93]。様々な神経が偏在するヒトの中枢神

経系において，NOSは一部に局在しており，NO産生の増加は，統合失調症を含む様々な神経病理学

的な状態の変化に関与している可能性がある[94,95]。 

 上述の背景に一致して，統合失調症患者において NO産生の低下が報告されている[96-98]。薬物未

治療の統合失調症患者の血漿を用いた in vitro試験において，患者血漿が血小板由来の NOSを阻害し

たことから，統合失調症患者の血漿中メチルアルギニン類濃度が上昇している可能性が示唆された

[97]。これらのことから，メチルアルギニン類が脳内で NOSをコントロールし，統合失調症の病態

生理において NO代謝を調節している可能性が示唆される（Figure 25）。そこで我々は，開発した分

析法を用いて薬物治療歴のある統合失調症患者血漿中の L-NMMA，ADMAおよび SDMAさらに NO
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供与体である L-Arginine濃度を測定し，より広範な解析を試みた。
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Figure 25.  NMDA-NO-cGMP 経路とメチルアルギニン類 
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3.2. 実験 

3.2.1. 生体サンプル 

 獨協医科大学より提供された，薬物治療中の統合失調症患者 101名および健常者 63名の血漿を用

いた。患者はすべて DSM-IV-TR診断aによる組み入れ基準に基づいており，薬物治療中で急性期には

なく，明らかに重篤な合併症はない統合失調症患者である。また対照群の血漿は，向精神薬の服用は

なく，採血時点で精神疾患または重篤な身体疾患に罹患していない健常者より得られたものである。

採血は昼食前である 10時 30分から 11時 30分の空腹時に行い，ヘパリンチューブに採取した。採血

から 2時間後くらいまでに 1,500gにて 15分間遠心し，測定に供するまで-80℃で保管した。本試験

は，獨協医科大学の倫理委員会による承認を取得済みである。 

3.2.2. 分析 

 検体のメチルアルギニン類濃度は，今回確立したHPLC分析法にて測定を行った[72]。測定対象は，

L-NMMA，ADMA，SDMAおよび L-Arginineで，追加パラメータとして L-Arginine濃度と(ADMA 

+L-NMMA)濃度の比［L-Arginine/ (ADMA+L-NMMA)］および(ADMA+L-NMMA)濃度と SDMA濃度の

比［(ADMA+L-NMMA)/SDMA］を解析した。L-Arginine濃度と ADMA濃度の比である L-Arginine/ 

ADMA比は NOの生体内利用率を反映しており[99]，さらに DDAH活性との相関性も示唆されてい

る[70]。ADMAは DDAHによって代謝されるが，SDMAは腎排泄が主な代謝ルートであることから，

ADMA濃度と SDMA濃度の比であるADMA/SDMA比はADMA分解の指標となることが示唆されて

いる[70]。今回新たに開発した測定法では，ADMAと同様に NOS阻害活性を有し，DDAHによる代

謝を受ける L-NMMAの測定が可能であることから，L-Arginine/ (ADMA+L-NMMA) および

(ADMA+L-NMMA)/SDMAを新規のパラメータとして採用した。 

3.2.3. 統計解析 

 データは平均値±標準偏差として記載し，統計解析は GraphPad Prism 6.0 (Graphpad, San Diego, CA, 

USA)を用いて行った。すべてのデータは対応のない t検定または二元配置分散分析により解析し，P

値<0.05未満の場合に有意差ありと判断した(*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001) 。 

 

a Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders（精神障害の診断と統計マニュアル）：アメリカ精神医学会
による国際統一診断基準で，2000年に出版された DSM-IVの「テキスト改訂版」 
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3.3. 結果 

3.3.1. 代表的なクロマトグラム 

 健常者および統合失調症患者血漿サンプルの代表的なクロマトグラムを Figure 26および Figure 27

に示す。 
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Figure 26. (A) 健常者血漿サンプルのクロマトグラム (1) 44 µM L-Arginine , (2) 0.04 µM 

L-NMMA, (3) 0.43 µM ADMA, (4) 0.44 µM SDMA, (5) 1.0 µM N-PLA（内標準物質） 

           (B) 統合失調症患者血漿サンプルのクロマトグラム  (1) 93 µM L-Arginine , (2) 

0.04 µM L-NMMA, (3) 0.41 µM ADMA, (4) 0.52 µM SDMA, (5) 1.0 µM N-PLA（内標

準物質）  
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Figure 27. (A) 健常者血漿サンプルのクロマトグラム (1) 44 µM L-Arginine 

      (B) 統合失調症患者血漿サンプルのクロマトグラム (1) 93 µM L-Arginine 
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3.3.2. 統合失調症患者におけるメチルアルギニン類濃度（全体比較） 

 統合失調症患者と健常者の血漿中メチルアルギニン類濃度を全体比較したところ，統合失調症患者

群でL-Arginine, L-NMMA, ADMA, SDMAおよびL-Arginine/ (ADMA+L-NMMA)の有意な上昇が認めら

れた（Table 9，Figure 28）。(ADMA+L-NMMA)/SDMAについて有意差はみられなかった。 
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Table 9. メチルアルギニン類濃度（健常者 vs 統合失調症患者）  

群 Age (year) L-Arginine L-NMMA ADMA SDMA 
Arg/(ADMA+MMA) 

Ratio 

(ADMA+MMA)/SDMA 

Ratio  

健常者 47.8 ± 12.3 48 ± 21 0.04 ± 0.01 0.41 ± 0.07 0.49 ± 0.15 106 ± 44 1.01 ± 0.35 

(N=63) (24 – 68) (6 – 117) (0.02 - 0.07) (0.30 -0.63) (0.20 - 0.86) (15 – 229) (0.48 - 1.73) 

患者 50.3 ± 13.8 74 ± 32**** 0.05 ± 0.01**** 0.48 ± 0.11**** 0.55 ±0.17* 142 ± 57**** 1.03 ± 0.30 

(N=101) (20 – 81) (5 – 186) (0.01 - 0.08) (0.20 - 0.75) (0.22 - 1.19) (11 – 338) (0.53 - 1.92) 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 

MMA=L-NMMA 
Mean ± SD(µM) 

(Min – Max) 
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Figure 28. 統合失調症患者におけるメチルアルギニン類濃度（全体比較） 

 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001  
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3.3.3. 統合失調症患者におけるメチルアルギニン類濃度（男女別解析） 

 男女別に統合失調症患者と健常者の血漿中メチルアルギニン類濃度を比較したところ，男女ともに

統合失調症患者群で L-Arginine, L-NMMA, ADMAおよび L-Arginine/(ADMA+L-NMMA)の有意な上昇

がみられた（Table 10，Figure 29）。SDMAおよび(ADMA+L-NMMA)/SDMAでは男女いずれにおい

ても有意差はみられなかった。なお，各パラメータにおける男女差は認められなかった。 
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Table 10. メチルアルギニン類濃度（男女別，健常者 vs 統合失調症患者）  

群 性別 Age (year) L-Arginine L-NMMA ADMA SDMA 
Arg/(ADMA+MMA) 

Ratio  

(ADMA+MMA)/SDMA 

Ratio  

男性 

健常者 

(N=39) 
46.3 ± 14.3 46 ± 21 0.04 ± 0.01 0.42 ± 0.07 0.48 ±0.14 102 ± 42 1.04 ± 0.33 

(24 – 64) (14 – 55) (0.03 - 0.07) (0.32 - 0.63) (0.20 - 0.57) (28 – 104) (0.56 - 1.62) 

患者  

(N=24)  

50.2 ± 13.2 72 ± 33**** 0.05 ± 0.01* 0.48 ± 0.11** 0.53 ± 0.18 137 ± 62** 1.08 ± 0.34 

(20 – 81) (5 – 136) (0.02 -0.08) (0.29 -0.75) (0.22 - 1.19) (11 – 328) (0.53 - 1.92) 

女性 

健常者  

(N=56) 

50.1 ± 8.2 50 ± 23 0.04 ± 0.01 0.40 ± 0.05 0.52 ± 0.17 113 ± 47 0.95 ± 0.38 
(38 – 62) (6 – 117) (0.02 - 0.06) (0.30 - 0.55) (0.25 - 0.86) (15 – 229) (0.44 - 1.50) 

患者

(N=45) 
50.4 ± 14.7 78 ± 32*** 0.05 ± 0.02**** 0.47 ± 0.10** 0.57 ± 0.15 148 ± 50* 0.96 ± 0.24 

(20 – 78) (32 – 186) (0.01 - 0.08) (0.20 - 0.75) (0.35 - 1.02) (62 – 281) (0.63 - 1.68) 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 

MMA=L-NMMA 

 

 

Mean ± SD(µM) 

(Min – Max) 
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Figure 29. 統合失調症患者におけるメチルアルギニン類濃度（男女別解析） 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001   
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3.3.4. 統合失調症患者におけるメチルアルギニン類濃度（年代別解析） 

 年代別に統合失調症患者と健常者の血漿中メチルアルギニン類濃度を比較したところ，20代，30

代および 50代においては，いずれのパラメータも健常者と比較して有意差はみられなかった。40代

および 60代以上においては，健常者と比較して L-Arginineの有意な上昇がみられ，その他の年代に

おいても，統合失調症患者の血漿中 L-Arginine濃度は対照群と比べて高い傾向が認められた。60代

以上においては，統合失調症群で健常者と比較して L-NMMA, ADMAおよび

L-Arginine/(ADMA+L-NMMA)の有意な上昇が認められた。（Table 11，Figure 30：実線比較） 

 各パラメータにおける年代別比較では，60代以上の統合失調症群では他の年代の統合失調症患者

群と比較して L-Arginine（30代，40代，50代と比べて有意な上昇），L-NMMA, （30代，40代，50

代と比べて有意な上昇），ADMA（30代と比べて有意な上昇）および SDMA（30代と比べて有意な

上昇）で有意な上昇が認められた（Figure 30：点線比較）。健常者においては，いずれのパラメータ

においても年代による差はみられなかった。 
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Table 11. メチルアルギニン類濃度（年代別，健常者 vs 統合失調症患者） 

群  Age (year) L-Arginine L-NMMA ADMA SDMA 
Arg/(ADMA+MMA) 

Ratio  

(ADMA+MMA)/SDMA 

Ratio 

20代 

健常者 25.8 ± 1.4 50 ± 13 0.04 ± 0.01 0.41 ± 0.07 0.47 ± 0.20 110 ± 20 1.09 ± 0.40 

(N=8) (24 – 28) (39 – 71) (0.03 - 0.06) (0.33 - 0.53) (0.25 - 0.84) (87 – 144) (0.60 - 1.72) 

患者  24.3 ± 3.3 68 ± 33 0.05 ± 0.01 0.43 ± 0.14 0.53 ± 0.10 137 ± 53 0.93 ± 0.30 

(N=9) (20 – 29) (10 – 119) (0.03 - 0.07) (0.27 - 0.67) (0.33 - 0.65) (32 – 210) (0.50 - 1.41) 

30代 

健常者 36 ± 3 44 ± 13 0.03 ± 0.01 0.38 ± 0.05 0.57 ± 0.19 109 ± 32 0.84 ± 0.40 

(N=8) (32 – 39) (33 – 71) (0.02 -  0.05) (0.32 - 0.48) (0.20 - 0.86) (80– 171) (0.48 - 1.73) 

患者  36 ± 3 58 ±19 0.04 ± 0.01 0.43 ± 0.07 0.48 ± 0.11 125 ± 42 1.02 ± 0.30 

(N=18) (31 – 39) (36 – 93) (0.02 - 0.06) (0.20 - 0.51) (0.29 - 0.75) (65 – 200) (0.61 - 1.90) 

40代 

健常者 44.8 ± 2.6 42 ± 26 0.04 ± 0.01 0.41 ± 0.05 0.46 ± 0.13 93 ± 54 1.06 ± 0.28 

(N=16) (40 – 49) (6 – 117) (0.02 - 0.07) (0.32 - 0.50) (0.28 - 0.72) (15 – 229) (0.58 - 1.53) 

患者  43.9 ± 3.1 68 ± 39* 0.05 ± 0.02 0.47 ± 0.13 0.56 ± 0.22 140 ± 90 0.99 ± 0.27 

(N=14) (40 – 48) (5 – 133) (0.01 - 0.07) (0.35 - 0.75) (0.32 - 1.19) (11 – 328) (0.68 - 1.56) 

50代 

健常者 54.7 ± 3.1 51 ± 18 0.04 ± 0.01 0.41 ± 0.06 0.48 ± 0.15 112 ± 36 1.05 ± 0.34 

(N=19) (50 – 59) (24 – 105) (0.02 - 0.07) (0.32 - 0.53) (0.25 - 0.75) (63 – 185) (0.52 - 1.62) 

患者  54.8 ± 3.2 70 ± 26 0.05 ± 0.01 0.48 ± 0.10 0.51 ± 0.15 136 ± 52 1.11 ± 0.35 

(N=32) (50 – 59) (32 – 136) (0.02 - 0.08) (0.32 - 0.75) (0.22 - 1.02) (62 – 276) (0.62 - 1.92) 
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Table 11. メチルアルギニン類濃度（年代別，健常者 vs 統合失調症患者） 続き  

群  Age (year) L-Arginine L-NMMA ADMA SDMA 
Arg/(ADMA+MMA) 

Ratio 

(ADMA+MMA)/SDMA 

Ratio  

60代 

以上  

健常者 63.4 ± 2.0 50 ± 28 0.04 ± 0.01 0.42 ± 0.09 0.53 ± 0.13 112 ± 60 0.93 ± 0.37 

(N=19) (61 – 68) (14 – 105) (0.03 - 0.06) (0.30 - 0.63) (0.35 - 0.73) (28 – 207) (0.56 - 1.62) 

(N=28) 65.8 ± 6.0 95 ± 34*** 0.06 ± 0.01*** 0.52 ± 0.10*** 0.62 ± 0.18 162 ± 49* 0.89 ± 0.23 

健常者 (60 – 81) (41 – 186) (0.02 - 0.08) (0.41 - 0.75) (0.37 - 1.08) (85 – 281) (0.53 - 1.52) 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 

MMA=L-NMMA 

 

 

Mean ± SD(µM) 

(Min – Max) 
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Figure 30. 統合失調症患者におけるメチルアルギニン類濃度（年代別解析） 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001   
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3.3.5. 統合失調症患者におけるメチルアルギニン類濃度（薬剤投与量別解析） 

 薬剤投与量別に統合失調症患者と健常者の血漿中メチルアルギニン類濃度を比較した。患者ごとに

治療薬が異なるため，薬剤投与量の比較には 1日投与量のクロルプロマジン換算a（CPeq：クロルプ

ロマジン 100 mgと抗精神病効果が等しくなる各薬剤の用量）を用いた。用量は，300 mg未満（<300：

至適用量未満），300以上 600 mg以下（300-600：至適用量），600 mgを超えて 1000 mg以下（600<-1000：

至適用量を少し超える），1000 mgを超える（1000<：過剰投与の可能性あり）の 4群に大別した。 

 L-Arginineは全ての投与量の患者で健常者と比べて有意な上昇が認められた。ADMAでは CPeq 

600 mgを超えて 1000 mg以下（600<-1000：至適用量を少し超える）の群を除く用量の患者で健常者

と比べて有意な上昇が認められたが，CPeq 600 mgを超えて 1000 mg以下の群でも健常者と比べて

血漿中 ADMA濃度は約 7%上昇しており用量相関性はなかったことから，血漿中 ADMA濃度上昇に

薬剤投与量による明らかな違いはないと考えられた。L-Arginine/(ADMA+L-NMMA)では CPeq 300 mg

未満（<300：至適用量未満）を除く用量の患者で健常者と比べて有意な上昇が認められた。L-NMMA

においては，CPeqが 1000 mgを超える場合に健常者と比べて有意な上昇が認められたが，血漿中

L-NMMA濃度の平均値は他の投与量群と同等であり，またごく低濃度で健常者の平均値とほとんど

変わらないことから生物学的に意義のない変動であると考えられた。SDMAおよび

(ADMA+L-NMMA)/SDMAにおいては，いずれの用量でも健常者と比較して有意差はみられなかった

（Table 12，Figure 31）。 

 

a 「向精神薬の等価換算」稲垣中 稲田俊也 藤井康男 八木剛平 吉尾隆 中村博幸 山内惟光著 星和書店 
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Table 12. メチルアルギニン類濃度（投与量別，健常者 vs 統合失調症患者） 

 群 
CPeq  

(mg/day) 
L-Arginine L-NMMA ADMA SDMA 

Arg/(ADMA+MMA) 

Ratio  

(ADMA+MMA)/SDMA 

Ratio  

健
常
者
 

NA 0 48 ± 21 0.04 ± 0.01 0.41 ± 0.07 0.49 ± 0.15 106 ± 44 1.01 ± 0.35 

(N=63) NA (6–117) (0.02 - 0.07) (0.30 - 0.63) (0.20 - 0.86) (175 – 229) (0.48 - 1.73) 

患
者

a  

<300 186 ± 70 69 ± 33** 0.05 ± 0.02 0.48 ± 0.10*** 0.54 ± 0.22 129 ± 55 1.01 ± 0.35 

(N=18) (50 – 268) (5 – 125) (0.02 - 0.07) (0.35 - 0.75) (0.22 – 1.08) (11 – 215) (0.53 - 1.82) 

300-600 444 ± 100 71 ± 34**** 0.05 ± 0.01 0.49 ± 0.12**** 0.54 ± 0.18 131 ± 45* 1.07 ± 0.34 

(N=30) (300 – 600) (29 –186) (0.02 - 0.08) (0.27 - 0.75) (0.29 – 1.19) (37 – 238) (0.62 - 1.92) 

600<-1000 773 ± 132 65 ± 27** 0.05 ± 0.01 0.44 ± 0.10 0.55 ± 0.12 134 ± 49* 0.90 ± 0.22 

(N=24) (606 – 1000) (10 – 116) (0.03 - 0.07) (0.20 - 0.68) (0.20 - 0.68) (32 – 210) (0.60 - 1.31) 

1000< 1624 ± 499 89 ± 31**** 0.05 ± 0.01**** 0.49 ± 0.10**** 0.55 ± 0.16 166 ± 68**** 1.05 ± 0.26 

(N=29) (1025 – 3038) (35 – 151) (0.01 - 0.08) (0.32 - 0.75) (0.25 – 1.02) (75 – 338) (0.64 - 1.77) 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 

NA=Not Applicable, MMA=L-NMMA 

a: 3例の患者（25歳女性，53歳女性，56歳男性）の薬剤情報は得られなかった 

 

 

Mean ± SD(µM) 

(Min – Max) 
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Figure 31. 統合失調症患者におけるメチルアルギニン類濃度（投与用量別解析） 

3.3.6. 統合失調症患者におけるメチルアルギニン類濃度（循環器疾患の罹病歴に基づく比較） 

 メチルアルギニン類が特に増加（健常者の上限値を超える）した患者の罹病歴を調査したところ，

身体症状は深刻な状態にはなく良くコントロールされているものの，糖尿病，高血圧または高脂血症

などの循環器疾患に罹病している患者が数名（n=6）含まれていた。 

 循環器疾患の罹病歴のある患者と，統合失調症患者全体の血漿中メチルアルギニン類濃度を比較し

たところ，循環器疾患の罹病歴のある患者では統合失調症患者全体と比べて L-NMMAおよび ADMA

の有意な上昇が認められた（Table 13，Figure 32）。

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001  
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Table 13. メチルアルギニン類濃度（統合失調症患者 vs 循環器疾患の罹病歴のある患者）  

群 Age (year) Arg L-NMMA ADMA SDMA 
Arg/(ADMA+MMA) 

Ratio  

(ADMA+MMA)/SDMA 

Ratio 

健常者  47.8 ± 12.3 48 ± 21 0.04 ± 0.01 0.41 ± 0.07 0.49 ± 0.15 106 ± 44 1.01 ± 0.35 

(N=63) (24 – 68) (6 – 117) (0.02 - 0.07) (0.30 -0.63) (0.20 - 0.86) (15 – 229) (0.48 - 1.73) 

患者 50.3 ± 13.8 74 ± 32**** 0.05 ± 0.01**** 0.48 ± 0.11**** 0.55 ±0.17* 142 ± 57**** 1.03 ± 0.30 

(N=101) (20 – 81) (5 – 186) (0.01 - 0.08) (0.20 - 0.75) (0.22 - 1.19) (11 – 338) (0.53 - 1.92) 

CV罹病歴 59.7 ± 2.9 87 ± 30 0.07 ± 0.01(*) 0.59 ± 0.11(*) 0.63 ±0.23 130 ± 37 1.12 ± 0.28 

(N=6) (55 –64) (32 – 116) (0.04 - 0.08) (0.41 - 0.70) (0.35 - 1.02) (67 – 161) (0.64 - 1.38) 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001 (患者と CV罹病歴のある患者との比較は括弧で示す) 

MMA=L-NMMA，CV=循環器疾患罹病歴のある統合失調症患者 

Mean ± SD(µM) 

(Min – Max) 
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Figure 32. 統合失調症患者におけるメチルアルギニン類濃度（罹病歴に基づく解析） 
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001  
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3.4. まとめと考察 

 本検討においては，薬物治療中の統合失調症患者の血漿中 L-NMMA, ADMAおよび SDMA濃度の

有意な上昇が認められた。さらに年代別に比較したところ， 60代以上の患者では同年代の対照群と

比べて L-NMMAおよび ADMA濃度の有意な増加が認められ，年代が上昇するにつれて血漿中メチ

ルアルギニン類濃度の増加傾向がみられた。さらに，対照群のメチルアルギニン類濃度の上限値を超

える増加が認められた患者についてその背景を調べたところ，身体症状は深刻な状態にはなく良く

コントロールされているものの，糖尿病，高血圧または高脂血症などの循環器疾患に罹病している患

者が数名含まれていたことが明らかになった。またこれまでに，Dasらおよび Celikらは，薬物未治

療の患者または最後の投薬から少なくとも 3か月以上の未治療期間のある患者の血漿中 ADMA濃度

が上昇していると報告している[100,101]。これらのことから，患者のメチルアルギニン類濃度の増加

傾向は，統合失調症とともに循環器疾患の罹病歴が関係している可能性が考えられた。年代別解析で

は，循環器疾患などのリスクの高まる 60代以上の患者を除いて，統合失調症患者の血漿中メチルア

ルギニン類濃度に有意差はみられなかったことから，薬剤投与により血漿中メチルアルギニン類濃度

が減少した可能性も考えられた。さらに，統計学的に有意な上昇がみられたものの，60代以上の患

者を含めた全ての統合失調症患者のメチルアルギニン類濃度は，L-NMMAは極めて低濃度（0.1 µM

未満）で平均値比較ではほとんど健常者との差はみられず[30]，また ADMAは背景データの範囲

(0.39-0.63 µM, n=2311) [71]であり，Dasらや Celikらの報告（ADMAは健常者の 1.4倍～3.8倍増加）

ほどの顕著な増加は認められていない。加えて SDMAは全体比較でわずかに有意な上昇が認められ

たものの，背景データの範囲(0.38-0.73 µM, n=2311) [71]にあり，性別，年代別および薬剤投与量別の

比較ではいずれも有意な上昇は認められておらず，薬物未治療の統合失調症患者血漿においても

SDMAは上昇しないと報告されている[100]。また，ADMA分解の指標となる ADMA/SDMAaは，薬

剤未治療の統合失調症患者では健常者と比べて約 2.4倍上昇していたが[100]，薬剤治療中で急性期に

ない統合失調症患者における(ADMA+ L-NMMA )/SDMAは，いずれの比較においても変化は認めら

れなかった。さらに Dasらは，小規模で統計学的有意差はみられなかったものの，薬物治療によって

 

a L-NMMA濃度は測定されていない。 
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統合失調症患者の ADMA濃度が低下したとも報告していることから，薬剤治療により統合失調症患

者の血漿中メチルアルギニン類濃度が減少している可能性が考えられた。 

 薬物治療中の統合失調症患者の血漿中 L-Arginine濃度は，いずれの比較においても対照群と比べて

上昇傾向がみられた。一般的に，血漿中 L-Arginine濃度の正常範囲は広く，加齢による影響はみられ

ないことが知られている[102]。NOの生体内利用率を示唆する L-Arginine/(ADMA+ L-NMMA )も同様

に，全体比較では対照群と比べて統合失調症患者で高い傾向がみられ，投与量別比較では 300 mg（至

適用量）以上で有意に上昇したものの，300 mg未満（至適用量未満）では有意な上昇はみられなかっ

た。Dasらは，血中のNO量の指標となる血漿中 NO代謝物濃度について検討したところ，薬物未治

療の統合失調症患者では対照群と比べて NO代謝物濃度は低値であり，一方で薬物治療後には対照群

と同程度であったことを報告している。統合失調症患者では遺伝子変異や発現量の変化などにより

NO産生が低下し，L-Arginineの細胞内取り込みが停滞することで L-Arginine血漿中濃度が上昇した

可能性も考えられるが，本検討における統合失調症患者では急性症状がみられていないことから，統

合失調症患者でみられた血漿中 L-Arginine濃度および L-Arginine/(ADMA+ L-NMMA)の上昇傾向は，

薬物治療による病状の回復を示す過程を示している可能性が考えられる。 

 これらの結果および関連する参考文献情報をまとめると，薬物未治療または薬物治療を 3か月以上

行っていない統合失調症患者では ADMA濃度が上昇するが，薬物治療によりADMA濃度が低下し

た一方で L-Arginine濃度は上昇し，ゆえに NOの生体内利用率が上昇すると推察される。この仮説を

支持する多くの知見があり，統合失調症患者では血漿中の NOおよびNO代謝物レベルが低下してい

る一方で[96-98]，薬物治療により統合失調症患者の NOレベルが上昇すると報告されている[103,104]。

このメカニズムについて NMDA-NO-cGMP経路および酸化ストレスとメチルアルギニン類との関連

性を踏まえて以下に考察する。 統合失調症において NMDA型グルタミン酸受容体の機能低下が統

合失調症の発症に関与していることが示唆されている[90-92]。神経系においては，グルタミン酸の

NMDA受容体刺激によってカルシウムが細胞内に流入し，カルシウムがカルモジュリンに結合する

ことで NOSが活性化して NOの産生が誘導される。さらに NOがシナプス間隙を逆行し，シナプス

前終末における cGMPの産生を促すという，NMDA-NO-cGMP経路がグルタミン酸やドパミンなど

の神経伝達物質の放出を制御していることが明らかにされている[93]。この経路が統合失調症の発症

に重要な役割を果たしていると考えられることから，NMDA-NO-cGMP経路は統合失調症の治療の
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ターゲットとなる可能性がある。実際に，統合失調症の急性期の症状が NO供与体であるニトロプル

シッド・ナトリウムの静脈注射によって急速に改善したとの報告がある[105]。さらに，リチウムは

中枢神経系において NMDA受容体阻害を介したカルシウム流入による興奮毒性から神経を保護する

作用を有することから，統合失調症患者の治療として長期間のリチウム投与が提案されている

[106,107]。これらの報告と一致して，双極性鬱病患者（統合失調症患者と共通の症状を有する）に対

してリチウム治療を行ったところ，NOが有意に上昇したとの報告がある[108]。これらの報告ならび

に本検討で薬物投与中の統合失調症患者血漿における L-Arginine/(ADMA+L-NMMA)の上昇傾向が認

められたことから，薬物治療により NOの生体内利用効率が増加した可能性が考えられる。 

 酸化ストレスは鬱，不安障害，双極性障害および統合失調症などの精神疾患の発症もしくは進展に

関連があることが報告されている[109]。また酸化ストレスの亢進ならびに抗酸化防御の低下が，統

合失調症の発症に影響していることが示唆されている[110]。さらに，抗精神病薬を投与された患者

では，抗酸化活性が投与前と比べて有意に上昇したとの報告もある[111]。酸化ストレスにより PRMT

の活性が上昇し，血漿中 ADMA濃度が上昇することが知られていることから[17,19,18,112-115]，こ

れらの文献情報は今回の結果と一致していると考えられる。さらに，ADMA誘発性の酸化ストレス

は L-NMMAおよび ADMAの分解酵素である DDAH活性の低下を伴うが[19,116]，本検討では

L-NMMAおよびADMAの分解の指標である (ADMA+ L-NMMA ) /SDMAに変化は認められていない。

Dasらの報告においては，薬剤未治療の統合失調症患者では健常者と比べて ADMA/SDMA が約 2.4

倍上昇していたことから[100]，今回は薬物治療により酸化ストレスが減少したことにより，PRMT

によるタンパク質のメチル化が減少し，また DDAHによる分解活性が回復し，遊離の L-NMMAおよ

び ADMAが減少した可能性が示唆される。 

 これらの結果および考察に基づくと，NMDA-NO-cGMP経路の制御に加えて，内因性の NOS阻害

物質であるメチルアルギニン類も，統合失調症の発症および進展に関与している可能性が考えられる。

さらに，NOの生体内利用率の指標である L-Arginine/(ADMA+L-NMMA)および L-NMMAおよび

ADMAの分解の指標である(ADMA+L-NMMA)/SDMAは，統合失調症患者における症状改善の指標

として利用できる可能性も示唆された。 
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4. 総括 

 チューブ型スピンカラムを用いた前処理法の簡便化，蛍光誘導体化試薬として NBD-Fを用いた高

感度化および高分離可能なモノリス型シリカカラムを用いた高速化を検討し，3種メチルアルギニン

類を 20分以内で同時測定する HPLC分析法を確立した。さらに，確立した分析法を用いて統合失調

症患者の血漿中メチルアルギニン類濃度を測定し，本法が臨床応用可能であることを実証し，健常者

の血漿中濃度と比較し，バイオマーカーとして有用である可能性を明らかにした。今後，本測定法が

統合失調症のみならず多くの疾患の病態の解明の一助となることが期待される。 
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