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略語 

 

Cast                    castration 

cGMP                        cyclic guanosine monophosphate 

ED                         erectile dysfunction 

GTP                     guanosine triphosphate 

ICP                     intracavernous pressure 

L-Arg                    L-arginine 

L-Cit                      L-citrulline 

MAP                     mean arterial pressure 

NO                          nitric oxide 

NOS                      nitric oxide synthase 

PDE-5                         phosphodiesterase-5 

SM                          smooth muscle 
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序論 

 

 

L-Citrulline (L-Cit) は, スイカの果汁から単離され, 学名 Citrullus vulgaris より命名

された遊離アミノ酸である。L-Cit は, スイカの他, キュウリ, メロンなどの食品に多

く含まれ, 熟したスイカ中の L-Cit 含有量は 1.8 mg / g である [1]。また, L-Cit は, 経

口摂取で生体内に吸収されることが報告されており [2], 医薬品や健康補助食品とし

て海外では広く利用されている。フランスにおいては, 一般用医薬品として疲労回復

を目的に使用されており, その摂取量は, L-Cit として 1.7 g / day とされている。

2007 年には本邦において食品成分としての使用が認められた。 

L-Cit は, 生体内でアルギニノコハク酸を経由して L-arginine (L-Arg) に変換された

後, nitric oxide synthase (NOS) により nitric oxide (NO) と L-Cit を生成する (図 1)。

L-Cit は, ラットの胸部大動脈において NO を介した血管拡張作用 [3], ヒトにおいて

血中 NO 濃度を有意に上昇させることによる動脈硬化抑制作用 [4], マウス由来腹腔

マクロファージにおいて NO 産生の促進による寄生虫感染抑制作用を示した [5]。こ

のように, L-Cit の摂取は, 血中 NO 濃度を上昇させることで, 様々な生理機能を有す

ることが報告されている。また, NO は男性性機能である勃起においても重要な役割

を果たすため, L-Cit 投与による NO 産生増加が, 勃起機能に影響を与えると考えられ

る。 

勃起は, 性的刺激が伝わると NO 作動性神経から NO が放出され, 陰茎海綿体平滑

筋が弛緩することで陰茎内への流入血液量が増加し, 海綿体内圧 (intracavernous 

pressure; ICP) が上昇して開始される。その後, 上昇した内圧により流出血液量が制

限され勃起が完成する。陰茎海綿体平滑筋の弛緩反応の調節には, NO / cyclic 

guanosine monophosphate (cGMP) 系が重要な役割を担っている。NO は, グアニ

ル酸シクラーゼを活性化し, guanosine triphosphate (GTP) から cGMP への反応を促

進することで細胞内 cGMP 濃度を上昇させ, 陰茎海綿体平滑筋を弛緩させる。何ら

かの要因で十分な陰茎海綿体平滑筋の弛緩が得られない場合, 勃起機能障害 

(erectile dysfunction; ED) となる。ED は, 器質性, 心因性の 2 種類に分類され, 器質

性 ED は内分泌性, 血管性, 神経性に細分される。cGMP は phosphodiesterase-5 

(PDE-5) によって分解されるため, ED の治療には, PDE-5 阻害薬 (ex. シルデナフィ

ル, バルデナフィル, タダラフィル) が使用される。PDE-5 阻害薬は, 一定の臨床効

果が得られているが, 効果不十分な症例が約 30 %存在しており [6], 特に内分泌性

ED, 動脈性 ED においては PDE-5 阻害薬無効症例が多い。この一因として, NO の

供給不足が考えられている。NO の供給が不足していると, PDE-5 阻害薬により

cGMP の分解を抑制しても, 勃起機能の改善にはつながらないと考えられる。L-Arg 

または L-Cit を経口摂取し NO 供給を増加させることで, ED を改善できる可能性を考
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えた。 

L-Arg と L-Cit 経口摂取では吸収過程に違いがあることが知られている。L-Arg の経

口摂取は, 腸管からの吸収時に腸内細菌によって代謝される [7]。また, 肝初回通過

により大部分が代謝され, 血中 L-Arg 濃度は大きくは上昇しない。一方, L-Cit を経口

摂取した場合, これらの代謝を避けて血中に吸収されるため, 速やかに腎臓で L-Arg

に代謝され, L-Arg を経口摂取した場合と比較し, 効率的に血中 L-Arg 濃度を上昇させ

ることがヒトをはじめ哺乳類において示されている [8-11]。L-Cit 経口摂取による L-

Arg の効率的な生成は, NO 産生を増加させ, ED 治療に有効であると考えられる。 

本研究では, PDE-5 阻害薬無効症例が多い内分泌性 ED, 及び動脈性 ED に着目し

た。第一章で内分泌性 ED について, 第 2 章では動脈性 ED について, 各々モデルラ

ットを作製し, L-Cit 経口投与による勃起機能の改善効果とその作用機序について検

討した。 

 

 

 

  

図 1  勃起における NO/cGMP 系と L- Cit, L-Arg の NO サイクル 
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第一節 背景 

 

 

ED 治療において PDE-5 阻害薬は, 多くの場合勃起機能の改善効果が期待でき

る。しかし, 一部の ED においては PDE-5 阻害薬無効例が存在する。加齢や糖尿病

などにより引き起こされる内分泌性 ED では PDE-5 阻害薬の有効率は約 50%と高く

ない [12]。加齢に伴って血中テストステロン濃度が減少し [13], 内分泌性 ED を発

症する場合がある [14]。低テストステロンが原因の ED 患者は ED 患者の中で約

10%存在する [15]。ラットを用いた検討では, 去勢により血中テストステロン濃度

が低下すると PDE-5 のタンパクレベルでの発現も減少するため, PDE-5 阻害薬の反

応性が低下することが示されている [16]。 

低テストステロンを伴う内分泌性 ED においては, PDE-5 阻害薬が無効な場合, テ

ストステロン補充療法が選択される。しかし, テストステロン補充療法にも効果が不

十分な症例が存在している。最も一般的なテストステロン補充療法である筋肉注射

を用いた場合の有効率は 51.3%とされる [17]。また, テストステロンは勃起機能に

対する作用の他に, 造血作用や脂質代謝作用も有しており, 補充療法においては多血

症, 心筋梗塞などの副作用が報告されている [18]。したがって, 内分泌性 ED におい

ては PDE-5 阻害薬やテストステロン補充療法に代わる新たな治療法が望まれてい

る。 

内分泌性 ED の動物モデル作成方法の一つとして去勢手術が報告されている 

[19]。ラットに去勢手術を行うことで, 血中テストステロン濃度を低下させると, 海

綿体構造が変化し, 勃起機能が低下するが, テストステロンの補充により勃起機能は

回復する。また, 去勢ラットを用いた研究では, 陰茎海綿体中の NOS の活性が消失

はしないものの低下傾向であることが報告されており [20, 21], このため, 内分泌性

ED では, NO の供給不足が勃起機能の低下につながっている可能性が示唆されてい

る。よって, 内分泌性 ED 治療において PDE-5 阻害薬を投与しても, NO の供給が不

足しているため, PDE-5 阻害薬無効例が発生していると考えられる。L-Cit には直接

的な代謝酵素への影響や NOS を活性化する報告はないが, NO 産生の基質となる L-

Arg を増加させることで NO を補充し, 去勢により低下した勃起機能を改善できると

考えた。 

去勢ラットを作製し, 低テストステロンにより生じる内分泌性 ED のモデルとし

た。この内分泌性 ED モデルラットに NO 産生の増加が期待できる L-Cit 経口投与の

勃起機能に対する効果を調べ, 内分泌性 ED において L-Cit 経口投与が新たな治療法

となり得るかを検討した。 
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第二節 実験材料及び方法 

 

 

(1)  対象 

15 週齢, 雄性, Wistar-ST 系ラット (SLC Japan, Inc.) を用いた。自由飲水かつ餌

も自由に摂取でき, 温度, 湿度, 12 時間毎の明暗コントロール下での飼育を行った。

実験に使用する前に 1 週間の予備飼育を行った。 

 

 

(2)  実験プロトコール 

 内分泌性 ED は, 低テストステロンに伴う ED と定義されており, 動物モデルとし

て去勢手術 (Castration; Cast) を行ったラットのモデルが報告されている [22]。こ

の報告に基づいて内分泌性 ED モデルラットを作製した。去勢手術を行った群 (Cast

群) , sham 手術を行った群 (Control 群) , 去勢手術後 4 週間 2% L -Cit 水の自由飲水

を行った群 (Cast + L-Cit 群) の 3 群で勃起機能を比較検討した。20 g の L -Cit 粉末 

(Kyowa Hakko Bio) を精製水に常温で溶解して 1000 mL とし, 2% L -Cit 水を作製し

た。L-Cit の投与量は, ラットにおいて 4 週間反復投与試験を行って副作用が認めら

れなかった最大量として 2000 mg / kg / day とした [23]。各群 1 週毎に血中テスト

ステロン濃度, 4 週間の飼育後に勃起機能, 血中 L-Cit, L-Arg, NOx 濃度測定, 及び陰

茎海綿体の組織学的検討を行った (図 2)。 

 

 

 
 

 

L-Cit, L-Arg 濃度 

図 2  内分泌性 ED モデルの実験プロトコール 

(2000 mg/ kg / day)
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(3) 去勢手術 

ラットにペントバルビタールナトリウム (50 mg / kg) を腹腔内に投与し, 麻酔を

かけた。 麻酔後, 解剖板にビニールテープを用いて, 四肢を固定した。その後, ラ

ットの腹部を約 1 cm 正中切開し, 両側精巣を露出, 摘出して, Cast 群とした。両側

精巣を摘出後, ラットの腹部を糸によって縫い合わせることで閉腹した。Control 群

は, ラットの腹部を切開し, 精巣を摘出しない sham 手術を行った。 

 

 

(4) 勃起機能の評価 

勃起機能の評価は, 図 3 に示すように, 海綿体神経の刺激下において ICP 及び動脈

血圧を, 各々陰茎脚及び頸動脈より測定することで行った。はじめに, ラットにペン

トバルビタールナトリウム (50 mg / kg) の腹腔内投与により麻酔をかけた。次に, 

解剖板の上に, 四肢及び頭部をビニールテープによって固定した。下顎から胸部にか

けて切開し, 片側の頚動脈を露出し, 胸部側をクレンメによりクランプした後，下顎

側を糸により二重結紮した。クランプと結紮部位間の頚動脈を切開し, PE-50 チュー

ブ (BECTON DICKINSON) を挿入した。挿入後, 二重結紮し, チューブが外れるこ

とを防止した後, クランプをはずした。チューブは power-lab (ADI) と接続し, 全身

血圧をモニターした。腹部を正中切開し, 陰嚢から精巣を押し出した後,下腹部を切

開し, 陰茎脚を露出した。23 G 針の針先 2 cm をラジオペンチにより切り出し, この

針先を接続した PE-50 チューブを陰茎脚に挿入し, 瞬間接着剤で固定した。チュー

ブは, power-lab と接続して, 陰茎脚から海綿体内圧である ICP の変動を測定した。

チューブはいずれも 50 U / mL ヘパリン液で満たした。次に, 前立腺側面にある左右

の海綿体神経を左右両側とも同定した。片側の海綿体神経を双極形鉤電極 (ユニー

クメディカル) を用いて海綿体神経をひっかけた。Electronic Stimulator (NIHON 

KOHDEN) と Isolator SS-202J (NIHON KOHDEN) を用いて 1 分間の電気刺激 (10 

V, 20 Hz, pulse width 5 msec) を行った。電気刺激は左右交互に行い, その中で一番

高い値を採用した。 

ICP の測定結果は, Chart5 (ADI) を用いて解析を行った。測定結果は, 図 4 の様に

示される。赤色の線が全身血圧を示し, 青色の線は ICP を示している。黒い太線は

電気刺激の区間を表している。ICP の最高値を平均動脈血圧 (mean arterial 

pressure; MAP) で割った ICP / MAP を算出し, 勃起機能の指標として用いた。 
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図 4  ICP 測定結果の解析方法 

図 3  ICP 測定による勃起機能の評価 

ICP

ICP



10 
 

(5) 採血と組織の摘出及び処理 

勃起機能の評価終了後, 大静脈より 10 mL 注射筒と 18G の注射針を用いて採血を

行った。採血した血液は, 採血管の中に室温で 2 時間静置後, 800 g, 20 分遠心分離

し, 上清を血清として得, -80℃で保存した。採血を行った後, ペントバルビタールナ

トリウムの過麻酔にて安楽死させた。その後, 陰茎を陰茎脚の部位より切除した。切

除した陰茎は, 亀頭側, 陰茎脚側の 2 つに分け-80℃で保存した。本研究では, 亀頭

側の陰茎を組織学的検討に使用した。 

 

 

(6)  血中 L-Cit, L-Arg, テストステロン濃度測定 

(6)-1 血中 L-Cit, L-Arg 濃度測定 

検量線溶液の調製 

 L-Cit, L-Arg を下記濃度 (µM) となるよう milli Q に溶解した。 

L-Cit : 71.1, 142.1, 284.1, 355.2, 568.2, 710.3, 1136.3, 1420.5 

L-Arg: 71.5, 142.9, 285.8, 357.2, 571.5, 714.3, 1142.9, 1428.6  

 

試料の調製 

ラットの血清サンプルおよび検量線溶液 100 μL に L-Cit, L-Arg の内部標準物質と

して 50 μg の 13C6,
15N4-L-Arg を添加し, 0.025% trifluoroacetic acid (TFA) in acetonitril 

(ACN) 600 µL を加え voltex 後, 氷上で 15 分間静置した。Methanol 500 µL を加え

voltex 後, 3000 g で 10 分間遠心分離し, 上清 1000 μL を分取した。得られた上清を

窒素気流下, 40 ℃で乾固し, 0.025% TFA in (H2O:ACN:MeOH=1：2：2) 100 µL で溶

解し , 測定用サンプルとした。測定には 5 μL を ultra-performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (Acquity UPLC®-MS/MS; Waters 

Corporation) に注入した。 

UPLC®-MS/MS の条件 

液クロ装置：ACQUITY UPLC® (Waters Corporation) 

  カラム：Acquity UPLC BEH HILIC 1.7 µm column (2.1 × 100 mm; Waters) 

  移動相：A: 0.08% ion pair reagent (IPCC-MS; GL-science) in H2O 

B: 1.0% formic acid in ACN 

            Gradient   time         A :B 

                           0 - 1 min        2:98 

1 - 3 min   2 > 25 : 98 > 75 

3 - 6 min       25:75 

6 - 8 min       50:50 
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8 -10 min      2:98 

        流速：0.3 mL / min 

質量分析装置：Quattro Premier XE (Waters Corporation) 

  イオン化法：electrospray ionization (ESI) positive 

 分析モード：multiple reaction monitoring (MRM) 

  測定イオン：L-Arg 

m / z 174.8 → 69.7 

 (cone voltage 25 V, collision energy 15 eV) 

            L-Cit 

               m / z 176.0 → 159.00  

(cone voltage 25 V, collision energy 10 eV) 

            13C6,
15N4- L-Arg 

            m / z 148.8 → 74.8  

(cone voltage 25 V, collision energy 15 eV) 

 

(6)-2 血中テストステロン濃度測定 

性ホルモンを含まない血清 (ゼロ血清) の調製 

 ラットの血清約 20 mL に活性炭 500 mg を添加し, 氷冷下で 60 分間撹拌した。

4 ℃, 1600 g で 20 分間冷却遠心分離を行い, 上清を得た。あらかじめ methanol 6 

mL と milliQ 6 mL でコンディショニングした固相抽出カートリッジ (InterSep C18, 

GL Sciences) にこの上清をロードし, 最初に溶出する部分の 8 mL を捨て, 次いで

溶出した部分およびその後 milliQ 8 mL で溶出した画分を捕集し, ゼロ血清として-

80 ℃に保存した。 

検量線用溶液の調製 

 テストステロンを ethanol に溶解し, 1 mg / mL の標準液とした。テストステロン標

準液をゼロ血清で順次希釈して 1000, 200, 40, 8, 1.6, 0.32, 0.06 ng / mL となるよう

に調製した。 

試料の処理 

 ラットの血清サンプルおよび検量線溶液に内部標準物質として 5 ng の

dexamethasone を添加し, 5% concanavalin A 溶液を 50 μL 加えて混和し, 室温で 1

時間静置し, 性ホルモン結合グロブリンを除去した。その後, 4 ℃, 3000 g で 10 分

間遠心分離し, 上清を分取した。上清から各性ホルモンおよび内部標準物質を 4 mL

の  t-butyl methyl ether で抽出し , 40 ℃で窒素乾固した。残留物を 50 µL の

tetrahydrofuran (THF) で 再 溶 解 し , reagent mixture (50 mg of 2-methyl-6-
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nitrobenzoic anhydride, 10 mg of 4-dimethylaminopyridine and 30 mg of picolinic acid 

in 1 mL of THF) 100 μL および triethylamine 10 µL を加えて混和し, 室温で 1 時間静

置し, 誘導体化反応を行った。反応後, 5% NaHCO3 500 µL を加え, あらかじめ

methanol 1 mL および milliQ 1 mL でコンディショニングした固相抽出カートリッジ

(Oasis HLB, 30 mg, Waters Corporation) にロードした。5% NaHCO3 1 mL, milliQ 1 

mL, 5% HCl 1 mL 及び milliQ 1 mL で洗浄し, ACN-H2O (80 : 20) 1 mL で抽出した。

抽出物を 40 ℃で窒素乾固し, CH3CN-H2O (40 : 60) 100 µL で溶解した。10 μL を 

UPLC-MS/MS で分析した。 

UPLC®-MS/MS の条件 

液クロ装置：ACQUITY UPLC® (Waters Corporation) 

    カラム：Inertosil ODS-3 (2.1 x 50 mm; GL Sciences) 

移動相：0.1 % water / ACN (40 : 60, v / v) 

  流速：0.2 mL / min  

質量分析装置：Quattro Premier XE (Waters Corporation) 

イオン化法：ESI positive 

モード：MRM 

測定イオン：testosterone derivative  

m/z 394.3 → 124.1 

   (cone voltage 35 V, collision energy 15 eV) 

dexamethasone derivative 

m/z 498.4 → 123.8 

(cone voltage 70 V, collision energy 45 eV) 

 

 

(7)  血中 NOx 測定 

血清中の NOx 濃度の測定を行った。エッペンチューブに血清 (150 µL) 及び等量

の methanol を添加し, ボルテックスした後, 10 分間氷上で放置した。4,000 g, 4 ℃, 

15 分間遠心分離し, 上清を分取し, -80 ℃で保存した。分析前にフィルター濾過後,  

NOx analyzer (high-performace liquid chromatography; ENO-20, Eicom) を用いて測

定した。測定する血清サンプルが外気に触れる時間が長い場合や, エッペンチューブ

やチューブの往復を繰り返した場合, 外因の窒素酸化物が測定値に影響を与える可能

性があるため, 最小限の操作で行った。また, 血清サンプルは氷上で作業を行った。 
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(8) 陰茎海綿体の組織学的検討 

 陰茎を 4% パラホルムアルデヒドで一晩固定し, 10%スクロース液, 20%スクロー

ス液, 30%スクロース液の順に各々12 時間以上 4℃下で置換した。その後, 陰茎から

亀頭部分を取り除き, 包埋用 O.C.T. compound 溶液を用いて包埋し, 液体窒素を用

いて急速凍結して-80℃で保存した。-80℃で保存しておいた凍結組織から凍結ミク

ロトーム (LEICA CM1850) を用いて, 厚さ 10 µL の凍結切片を作製した。作製した

切片は 1 晩乾燥させ, Masson trichrome 染色を表 1 に沿って行った。陰茎の横断面

の写真を顕微鏡 (ECLIPSE Ti-U; Nikon) で撮影し, Photoshop elements 9 (Adobe) 

を用いて解析した。写真の画像で, 左右の片側の陰茎海綿体の全範囲で赤色のピクセ

ルを平滑筋 (smooth muscle: SM), 青色のピクセルを膠原繊維 (collagen) として, 

SM と collagen のピクセル数の比 (SM/collagen) を算出した。 

 

 

 

 

PBS    5 分×3 

10%トリクロロ酢酸・10%重クロムカリウム等量混合液 30 分 

流水    1 分 

ワイゲルト鉄ヘマトキシレン   2 分 

流水    5 分 

1%オレンジ G 液    1 分 

1%酢酸水    2 分 

ポンソー酸フクシン・アゾフロキシン液  5 分 

1%酢酸水    5 分 

2.5%リンタングステン酸・2.5%リンモリブデン酸等量混合液 30 分 

アニリン青    5 分 

水    1 分 

95% ethanol    2 分×2 

100% ethanol    2 分×2 

脱水用キシレン    2 分×2 

透徹用キシレン       2 分×2 

エンテランニューで封入    

 

 

(9) 統計解析 

結果は, すべて平均値±標準誤差で表してあり, 3 群間の検定は, ANOVA で解析を

行い, Bonferroni 補正法を用いた多重 t-test を用いた。 

表 1  Masson trichrome 染色プロトコール 
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第三節 結果 

 

 

1)  血中テストステロン濃度 

血中テストステロン濃度において Control 群では, 手術前は 2.01 ± 0.05 ng / mL 

(n=3), 手術後 1 週目 2.64 ± 0.28 ng / mL (n=3), 2 週目 2.16±0.10 ng/mL (n=3), 3 週

目 2.11 ± 0.04 ng / mL (n=3), 4 週目 2.05±0.01 ng / mL (n=3)と観察期間中変動はみ

られなかった。一方, Cast 群及び Cast+ L-Cit 群は, 手術前は各々2.69 ± 0.52 ng / mL 

(n=3), 2.60 ± 0.25 ng / mL (n=3)で, 手術後 1 週目より両者とも検出限界である 0.05 

ng / mL 以下となり, 血中テストステロン濃度が大幅に減少していた (図 5)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

血中テストステロン濃度の推移 

去勢手術前, 及び去勢手術後 4 週目まで 1 週毎に血中テストステロン濃度を

LC-MS/MS により測定した。青線がコントロール群, 赤線が Cast 群, 緑線が

Cast + L- Cit 群を表している。Cast 群, Cast + L- Cit 群では, 血中テストステ

ロン濃度は手術後 1 周目より検出限界以下であった。n = 3。 

図 5 
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2)  勃起機能 (ICP/MAP) 

ICP/MAP は Cast 群では, 0.41 ± 0.02 (n=6) と Control 群の 0.72 ± 0.04 (n=7) と比

較して有意に減少した (p < 0.01)。一方, Cast+ L-Cit 群では, 0.56 ± 0.03 (n=5) Cast

群と比較して有意に上昇した (p < 0.05) (図 6)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3)  血中 L-Cit, L-Arg 濃度 

血中 L-Cit 濃度は, Cast + L-Cit 群では 1037.1 ± 89.5 μM (n=5) と Cast 群の 65.5 ± 

6.2 μM (n=5) と比較して有意に上昇した (p < 0.01)。Control 群の血中 L-Cit 濃度は

46.3 ± 2.8 μM (n=6) だった。また, 血中 L-Arg 濃度は Cast + L-Cit 群において 364.7 

± 40.7 μM (n=5) と Cast 群の 77.9 ± 16.7 μM (n=5) と比較して有意に上昇した (p < 

0.01)。Control 群の L-Arg 濃度は 91.4 ± 9.6 μM (n=6) だった (図 7)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

** 
** 

血中 L- Cit 濃度及び血中 L- Arg 濃度の測定結果 

去勢手術後 4 週後の血中 L- Cit 及び L- Arg 濃度を LC-MS/MS により測定し

た。Cast+ L-Cit 群で血中 L- Cit 及び L- Arg 濃度が有意に上昇した。n =5- 6, 
**p < 0.01。 

内分泌性 ED モデルにおける ICP/MAP 測定結果 

ICP の測定を行い, MAP との比率により ICP/MAP を算出し比較した。

Cast 群では Control 群と比較して ICP/MAP が有意に低下したが, Cast+ 

L-Cit 群ではこの低下が有意に改善した。n = 5- 7, *p < 0.05, **p < 0.01。 

図 7 

図 6 

n=5- 6 
n=5- 6 

n=5- 7 
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4)  血中 NOX 濃度 

ICP/MAP 測定後, 血中 NOx を測定したところ, Cast 群では 14.1 ± 2.5 μM (n=6) 

と Control 群の 20.1 ± 2.5 μM (n=6)と比較して有意差はないものの減少傾向だった。

Cast + L-Cit 群では 18.3 ± 4.1 μM (n=5) と平均値は Cast 群と比較して高値だった 

(図 8)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

内分泌性 ED モデルにおける 血中 NOx 濃度測定結果 

去勢手術後 4 週後の血中 NOx 濃度を HPLC により測定した。

Control 群と比較して Cast 群では減少傾向を示した。n = 5- 6, 

NS = not significant。 

図 8 

n=5- 6 
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5)  陰茎海綿体の組織学的検討 

Masson trichrome 染色により, 平滑筋が赤く, 膠原繊維が青く染まった。そして, 

SM/Collagen 比を数値化し, 棒グラフに示した。Cast 群では 5.3 ± 1.0 % (n=3)と

Control 群の 11.1 ± 0.2 % (n=3) と比較して有意に SM/Collagen 比が減少した (p < 

0.05)。Cast + Cit 群では 10.9 ± 1.8 % (n=3) と Cast 群と比較して有意に

SM/Collagen 比が増加していた (p < 0.05) (図 9)。 

 

  

内分泌性 ED モデルにおける陰茎海綿体の組織学的検討 

各群の陰茎海綿体組織を Masson trichrome 染色により組織学的検討を行っ

た。Control 群と比較して Cast 群のおける SM/Collagen 比が有意に減少し

た。そして, Cast + Cit 群ではこの SM/Collagen 比の減少が有意に改善した。

n = 3, *p < 0.05。 

n=3 

図 9 
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第四節 考察 

 

 

本研究では, 去勢により内分泌性 ED モデルを作製し, L-Cit 経口投与の勃起機能へ

の効果を検討した。去勢ラットにおいて, 去勢手術の 4 週間後, 勃起機能は低下した

が, L-Cit 経口投与によって勃起機能の有意な改善が認められた。L-Cit 経口投与は低

テストステロンによる内分泌性 ED を改善したといえる。 

本去勢モデルにおいて, 去勢後 1 週目以降血中テストステロン濃度が検出限界以

下となり, 低テストステロンの状態が維持されていたと考えられる。同様の測定方法

で, 疾患モデルではないラットの血中テストステロン濃度が 2 ng / mL 前後と今回の

結果と類似した報告があり[24], 今回の血中テストステロン濃度の測定方法は妥当で

あると考える。この低テストステロン状態において, 陰茎海綿体の平滑筋/膠原繊維

の比率が低下した。平滑筋/膠原繊維の比率の減少により, 勃起に必要な平滑筋の弛

緩が十分に行えなくなり, 勃起機能の低下につながったと考えられる。 

また, 血中テストステロン濃度の減少に加え, 血中 NOx 濃度の低下傾向がみられ

た。過去に去勢モデルでは NOS の活性が低下し, NO 産生が低下しているとの報告

があるため [20, 21], 今回のモデルにおいても, NOS の活性低下に伴う NO 産生の低

下が考えられた。このため, 勃起時の平滑筋の弛緩に必要な NO の産生量が不十分な

状態となり勃起機能が低下したと考えられる (図 10)。 

L-Cit 経口投与を行うことで, 血中 L-Arg 濃度が上昇することが示された。そして, 

この血中 L-Arg 濃度の上昇に加え, 血中 NOx 濃度が上昇傾向を示したた。NOX は血

中 NO 濃度を正確に反映していないかもしれないが, 一つの可能性として, L-Cit 経口

投与は NO 産生を増加させた可能性が考えられる。勃起時の平滑筋の弛緩に必要な

NO が L-Cit 経口投与により十分に供給されることで勃起機能が改善したといえる。

加えて, L-Cit の持続的な投与により, 継続的な NO 産生の増加によって, 陰茎海綿体

への血流改善が生じ, 平滑筋/膠原繊維の比率の減少を軽減した可能性がある。この

ことも勃起機能の改善につながったのではないかと考えられた (図 11)。 

去勢は, 前立腺, 膀胱において酸化ストレスを誘導することが知られている [25- 

27]。また, Ⅰ型糖尿病モデルラットを用いた研究で, 酸化ストレスが増加し, 陰茎海

綿体の膠原繊維が増加することで ED を発症することが報告されている [28]。一方, 

L-Cit が in vitro, in vivo において抗酸化作用を示した報告が存在する [29, 30]。この

ことから, 去勢後の酸化ストレスによる陰茎海綿体の平滑筋/膠原繊維の比率の減少

を L-Cit の抗酸化作用によって軽減した可能性が考えられた。L-Cit の陰茎海綿体に対

する抗酸化作用も, 勃起機能の改善に寄与した可能性が考えられる。 

勃起は, ホルモンバランス, 血管系及び神経系と様々な要素が影響する。テストス

テロンが中枢及び末梢の神経系において勃起機能の維持に関わるとの報告もある 
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[31]。しかし, 今回の検討では, 神経組織の解析は行っておらず, 今後, 骨盤神経叢に

おける nNOS の発現量など, L-Cit 経口投与の神経系における解析が今後の検討課題

と考えられる。 

今回の L-Cit 経口投与は, ラットの安全性試験における最大量で投与した。ヒトに

おいて単盲検試験ではあるが L-Cit 経口摂取により ED を改善した報告があり[32], 

この報告における L-Cit 投与量は 1.5 g / body / day と今回の投与量と比較して少な

かった。ただし, この報告では改善効果がみられなかった例も存在し, ED のモデル

も特定されていない。今後, 内分泌性 ED に対して適切な投与量の検討が必要と考え

られる。 

また, 今回 Control 群に L-Cit を投与した群は作製していない。その理由として, 

Control 群の ICP は, 収縮期圧で限定されており, 海綿体の機能がより改善してもそ

れ以上上昇することはないと考えているからである。 

以上より, 内分泌性 ED の治療に対して L-Cit 経口投与は新たな治療法として有効

である可能性が示唆された。今後, 今回よりも少ない L-Cit 投与量における内分泌性

ED への効果, またヒトにおける内分泌性 ED の PDE5 阻害薬無効例に対する効果を

検討したい。 
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図 10  内分泌性 ED モデルの勃起機能に対する影響 

図 11  内分泌性性 ED に対する L- Cit 経口投与の効果 
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第五節 小括 

 

 

1. L-Cit の経口投与によって, 内分泌性 ED のモデルラットにおける勃起機能が改善

されることが示された。 

 

2. L-Cit の経口投与によって, 血中 L-Arg 濃度が有意に上昇した。 

 

3. L-Cit の経口投与による勃起機能の改善効果は, 陰茎海綿体の平滑筋/膠原繊維の

比率の改善が伴うことが示唆された。 
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第二章 

 

動脈性勃起機能障害に対する L-Citrulline 経口投与の効果 
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第一節 背景 

 

 

 動脈性 ED は, 動脈硬化や外傷により海綿体動脈や内陰部動脈などが障害を受け, 

陰茎海綿体に流入する血液量が不十分となり生じる。近年では, 根治的前立腺摘出手

術やスノーボード, バイク事故などの外傷による血管の侵襲が原因となった動脈性

ED が増加しており問題となっている。実際, 根治的な前立腺全摘手術を受けた場合

では, その後約 30%の患者が血管原性の ED を有するという報告がある [33] 

現在の動脈性 ED に対する治療法の第一選択として PDE-5 阻害薬の投与が行われ

る [6]。しかし, この治療成績は必ずしも十分ではなく無効例が存在している。第二

選択として陰茎動脈の血行再建術やプロスタグランジン E1 の海綿体注射が行われ

る。しかし, これらの治療法は侵襲性が高く, 患者の身体的及び精神的な苦痛も問題

となっている。このため, 外傷性の動脈性 ED においては, 新たな治療法が望まれて

いる。 

外傷による動脈性 ED の動物モデルとして, 両側内腸骨動脈の結紮したラットのモ

デルが使用されている [34- 36]。このモデルでは, 海綿体神経の刺激により測定され

た勃起機能が低下することが示されている。また, 陰茎海綿体組織の繊維化により海

綿体構造が崩壊することも知られている。ただし, このモデルにおける NO 産生の変

動については明らかにされていない。アテローム性動脈硬化症のウサギの動脈性 ED

モデルにおいては, 陰茎海綿体内の NOS の発現量低下に伴う勃起機能の低下が報告

されている [37]。また, 虚血により NO 産生が低下することが報告されているため 

[38], 動脈硬化症による動脈性 ED では, NO 産生の低下が ED 発症の一因となってい

る可能性がある。一方, 外傷による動脈性 ED においても陰茎虚血が生じており, NO

産生が低下していると予想される。NO 産生が低下すると, cGMP の合成量が減少す

るため, cGMP の分解を抑制する PDE-5 阻害薬の効果は低くなると考えらえる。そ

こで, L-Cit 経口投与によって, NO 産生を増加させることで, 動脈性 ED を改善できる

のではないかと考えた。 

本研究では, 内腸骨動脈の両側結紮による外傷性の動脈性 ED モデルを使用し, NO

産生の増加が期待できる L-Cit 経口投与が勃起機能へ与える効果を調べ, 動脈性 ED

に対して新たな治療法となり得るかを検討した。 
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第二節 実験材料及び方法 

 

 

(1) 対象 

8 週齢, 雄性, Wistar-ST 系ラット (SLC Japan, Inc.) を用いた。自由飲水で餌も自

由に摂取でき, 温度, 湿度, 12 時間毎の明暗コントロール下での飼育を行った。実験

に使用する前に 1 週間の予備飼育を行った。 

 

 

(2) 実験プロトコール 

動脈性 ED において, 両側内腸骨動脈を結紮することで手術や交通外傷による

ED のモデルとなるモデルラットが報告されており[34- 36], この報告に基づいて

動脈性 ED モデルラットを作製した。両側内腸骨動脈結紮手術を行った群 

(Ligation 群), sham 手術を行った群 (Control 群), 両側内腸骨動脈結紮手術後１週

経過後から 3 週間 2% L-Cit 水の自由飲水を行った群 (Ligation+ L-Cit 群) の 3 群

を設定し, 勃起機能を比較検討した。L-Cit の投与量は, 2000 mg / kg / day とし

た。各群 4 週間の飼育後に勃起機能, 陰茎海綿体組織の eNOS の mRNA 発現量

の検討, NOx 濃度測定, 及び陰茎海綿体の組織学的検討を行った (図 12)。 

 

 

 

 

 

 

図 12  動脈性 ED モデルの実験プロトコール 

(2000 mg/ kg / day)
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(3) 両側内腸骨動脈結紮手術 

ペントバルビタールナトリウム (50 mg / kg) 麻酔を腹腔内投与により行った。麻

酔後, 解剖板に, ビニールテープを用いて四肢を固定した。固定後, 下腹部を正中切

開して開腹した。開腹後, 膀胱を体内から外側へ押し上げた。この際, 膀胱が乾かな

いように生理食塩液で湿らせたキムワイプを用いて膀胱を支えるように固定した。

そして, 実体顕微鏡 (Olympus SZ®) 下で大動脈から 2 本に分岐している総腸骨動脈

をまず片側同定した。次に同定した総腸骨動脈から枝分かれする内腸骨動脈を確認

し, 周りの血管や神経を傷つけないようにして単離した。単離した内腸骨動脈を糸に

より二重に結紮した。次に, もう片側の総腸骨動脈を同定した。同定されたもう片側

の総腸骨動脈から枝分かれする内腸骨動脈を確認し, こちらも周りの血管や神経を傷

つけないようにして単離し, 糸により二重に結紮した。左右両側の内腸骨動脈結紮

後, 糸により縫い合わせることで閉腹した (図 13)。 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

図 13  内腸骨動脈結紮による動脈性 ED モデルラットの作製 
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(4) 勃起機能の評価 

第一章に準ずる。 

 

 

(5) 採血と組織の摘出及び処理 

第一章に準じて行い, 亀頭側の陰茎は組織学的検討に使用した。また, 陰茎脚側の

陰茎は, 陰茎背動脈と尿道海綿体を取り除くことで陰茎海綿体のみとして, eNOS の

mRNA 発現量の検討に用いた。 

 

 

(6) 全身血圧の測定 

ラットを覚醒下にて, ラット-マウス非侵襲的自動血圧測定機 (BP-98A-L, Softron) 

を用いて, 全身血圧を測定した。測定時の温度は, Warmer (THC-31, Softron) を使用

することで 37℃を保った状態で平均血圧を測定した。1 個体毎に 3 回測定し, その

平均値を比較した。 

 

 

(7) eNOS の mRNA 発現量の検討 

陰茎海綿体組織より, ISOGEN の添付プロトコールに沿って total RNA を抽出し, 

逆転写反応を行い, cDNA を得た。逆転写反応は, ReverTra Ace-α-® を用いて, 

Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems) を用いて,42℃ 20 分間, 99℃ 5 分間の条

件で行った。 

得られた cDNA を使用して Real-time PCR 法により定量を行った。PCR 反応は次

の通りの組成 (表 2) 及び, primer (表 3) で, ABI Prism7300 (Applied Biosystems)を

用いて 50℃ 2 分間, 95℃ 15 秒間, 60℃ 1 分間 (40 サイクル) の反応条件で行っ

た。β-actin との比をとり解析を行った。 
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cDNA     2 µL

Primer (5 µM)  2 µL

POWR SYBR PCR MASTER MIX 10 µL

DW     6 µL

Total   20 µL

 

 

 

 

mRNA   Sequence 
GenBank 

Accession No.

eNOS Sense 5'- CCGGCGCTACGAAGAATG -3' 
NM 021838  Antisense 5'- CAGTGCCACGGATGGAAATT -3' 

β-actin Sense 5'- TGTGTGGATTGGTGGCTCTATC -3' 
NM 031144 

  Antisense 5'- CATCGTACTCCTGCTTGCTGATC -3' 

 

 

(8) 血中 NOx 濃度測定 

第一章に準ずる。 

 

 

(9) 陰茎海綿体の組織学的検討 

第一章に準ずる。 

 

 

(10) 統計解析 

第一章に準ずる。 

  

表 2  Real-time PCR 反応の組成 

表 3  Real-time PCR に使用した primer 
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第三節 結果 

 

1) 体重, 飲水量, 精巣重量, 血中テストステロン濃度, 及び全身血圧 

 各群間で, 体重, 飲水量, 精巣重量, 血中テストステロン濃度, 及び全身血圧に有

意な変動は認められなかった (n=4- 6) (表 4)。 

 

2) 勃起機能 (ICP/MAP) 

ICP/MAP は Ligation 群では, 0.15 ± 0.01 (n=4) と Control 群の 0.51 ± 0.05 (n=4) 

と比較して有意に減少した (p < 0.05)。一方, Ligaiton + L-Cit 群では, 0.47 ± 0.04 

(n=4) と Ligation 群と比較して有意に上昇した (p < 0.05)  (図 14)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

動脈性 ED モデルにおける ICP/MAP 測定結果 

ICP の測定を行い, MAP との比率をとり ICP/MAP を算出し比較した。

Ligation 群では Control 群と比較して ICP/MAP が有意に低下したが, 

Ligation + L-Cit 群ではこの低下が有意に改善された。n = 4, *p < 0.05 

Weight of testis (g) 

Bio-T (ng/mL) 

Control Ligation Ligation + L-Cit 

Body weight (g) 

Drinking water/day (mL) 

Weight of testis (g) 

Mean arterial blood pressure (mmHg) 

Bio-T (ng / mL) 

表 4  体重, 飲水量, 精巣重量, 血中テストステロン濃度, 及び全身血圧 

図 14 

n=4 
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3) eNOS の mRNA 発現量 

陰茎海綿体組織における eNOS の mRNA 発現量は, Ligation 群 (n=2) では, 

Control 群 (n=2) との比は 0.67 と有意な差はないものの低下傾向を示した。

Ligation+ L-Cit 群では, 0.94 ± 0.18 (n=3) だった (図 15)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4) 血中 NOx 濃度 

血中 NOx 濃度は Ligation 群では, 20.5 ± 1.1 μM (n=4) と Control 群の 28.9 ± 2.4 

μM (n=4) と比較して有意に減少した (p < 0.05)。一方, Ligation + L-Cit 群では, 32.0 

± 1.4 μM (n=4) と Ligation 群と比較して有意に上昇した (p < 0.05)  (図 16)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

動脈性 ED モデルにおける 血中 NOx 濃度測定結果 

結紮手術後 4 週間後の血中 NOx 濃度を HPLC により測定した。

Control 群と比較して Ligation 群では有意に減少し, Ligation + L-

Cit 群ではこの減少が有意に改善した。n = 4, *p < 0.05。 

 

動脈性 ED モデルにおける eNOS の mRNA 発現量 

リアルタイム PCR 法により, 陰茎海綿体組織の mRNA 発現量を検討し

た。Ligation 群では Control 群と比較して減少傾向を示した。n = 2- 3。 

Ligation 

+ L-Cit

n=4 

n=2- 3 

図 16 

図 15 
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5) 陰茎海綿体の組織学的検討 

Masson trichrome 染色により, 平滑筋が赤く, 膠原繊維が青く染まった。そして, 

SM/Collagen 比を数値化し, 棒グラフに示した。Ligation 群では 6.2 ± 1.0 % (n=3) 

と Control 群の 13.8 ± 0.7 % (n=3) と比較して有意に SM/Collagen 比が減少した (p 

< 0.05)。Ligation + Cit 群では 14.2 ± 0.5 % (n=3) と Ligation 群と比較して有意に

SM/Collagen 比が増加した (p < 0.05) (図 17)。 

  

   

動脈性 ED モデルにおける陰茎海綿体の組織学的検討 

各群の陰茎海綿体組織を Masson trichrome 染色により組織学的検討を行

った。Control 群と比較して Ligation 群のおける SM/Collagen 比が有意

に減少した。そして, Ligation + L-Cit 群ではこの SM/Collagen 比の減少が

有意に改善した。n = 3- 4, *P < 0.05。 

n=3- 4 

図 17 
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第四節 考察 

 

 

本研究では, 両側の内腸骨動脈を結紮することにより動脈性 ED モデルを作製し, 

L-Cit 経口投与の勃起機能への効果を検討した。その結果, 内腸骨動脈結紮により勃

起機能は低下したが, L-Cit 経口投与によって有意に改善した。 

今回の動脈性 ED モデルでは, 内腸骨動脈を結紮するという外傷性かつ限局性の動

脈性 ED を反映したモデルである [34]。ICP 測定の結果から内腸骨動脈結紮を行っ

ても勃起機能が完全に消失していなかった。勃起機能が完全に消失しないことは, 過

去の報告においても同じ結果であった [36]。また, 外見上壊死も生じていなかっ

た。これは, 結紮部位より下部の完全虚血とはなっていないことを意味している。 

 内腸骨動脈結紮を行った結果, 血中 NOx レベルが有意な差をもって減少してい

た。このことから, 本動脈性 ED モデルにおいては, 勃起に必要な NO が不足するこ

とで ED を発症している可能性が示唆された。そこで, 血管内皮の NOS である

eNOS に着目して, 陰茎海綿体内の mRNA 発現量を調べた結果, 内腸骨動脈結紮に

より, eNOS の mRNA 発現量は低下傾向を示した。タンパクの発現量や活性を調べ

る必要はあるものの, NO 産生の低下は eNOS の発現量低下が関わっているかもしれ

ない。動脈性 ED において PDE-5 阻害薬の無効症例が存在する理由は, NO 産生自体

が不足しているためと考えられる。このため, PDE-5 阻害薬により cGMP の分解を

阻害しても, 海綿体平滑筋が十分に弛緩しないと考えられる。一方, L-Cit 経口投与は

NO 産生を有意に改善し, 平滑筋を十分に弛緩させ, 勃起機能の改善に寄与したと考

えられる。 

 また, NO には, 脳梗塞モデルラットや, 局所の虚血モデルマウスによって血管新

生作用を示唆する報告がある [39, 40]。L-Cit 経口投与によって NO 産生が増加した

ことで側副血行路が発達し, 陰茎の虚血状態が改善した可能性が考えられる。陰茎へ

の血流が改善することで, 勃起に必要な血液流入量が増加し, 勃起機能改善の一因に

なったと考えられる (図 18,19)。 

内腸骨動脈結紮により平滑筋/膠原繊維の比率が減少した。低酸素, 低栄養により

陰茎海綿体平滑筋の構造変化が引き起こされることが報告されているため [41], 今

回の内腸骨動脈結紮において, 陰茎海綿体組織が低酸素, 低栄養の状態になったと考

えられる。平滑筋/膠原繊維の比率減少が, L-Cit 経口投与で改善したことは, 前述し

た側副血行路の発達にしたことによる陰茎海綿体周囲の血行動態が改善したことが

要因ではないかと考えられる。一方, 第一章でも述べた様に L-Cit には抗酸化作用も

報告されている [29, 30]。この報告の中で, 陰茎海綿体の虚血は, 酸化ストレスによ

り陰茎組織へ障害を生じることが示されているため, 本動脈性 ED モデルにおいても

虚血により生じたと考えられる陰茎組織の平滑筋/膠原繊維の比率減少を L-Cit 経口投
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与が抗酸化作用によっても軽減させたのではないか考えられる。 

L-Cit 経口投与による副作用を懸念して, 体重, 飲水量, 精巣重量, 血中テストステ

ロン濃度, 全身血圧を調べた。体重, 飲水量には, 変動がみられず, L-Cit 経口投与は

これらに影響していないと考えられる。また, 精巣重量や血中テストステロン濃度に

各群有意な差はなく, このモデルでは性腺機能へ影響を与えないことが示唆された。

全身血圧も変動はみられず, 今回の L-Cit 投与では全身血圧の低下といった副作用は

生じていないと考えられる。 

以上より, 動脈性 ED の治療に対して L-Cit 経口投与が有効であることが示唆され

た。動脈性 ED 患者における, PDE-5 阻害薬が無効な場合でも, L-Cit の経口摂取はあ

る程度の効果が期待できる。そして今後, 動脈性 ED において, 今回よりも少ない L-

Cit 投与量における検討や PDE-5 阻害薬との併用効果を検討したい。 
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図 18  動脈性 ED モデルの勃起機能に対する影響 

図 19  動脈性 ED に対する L- Cit 経口投与の効果 
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第五節 小括 

 

 

1. L-Cit の経口投与によって, 動脈性 ED モデルラットにおける勃起機能が改善され

ることが示された。 

 

2. L-Cit の経口投与による勃起機能の改善効果は, NO 産生の増加及び陰茎海綿体の

平滑筋/膠原繊維の比率の改善が伴っていた。 

 

  



35 
 

総括 

 

 

ED の治療には PDE-5 阻害薬が使用されるが, 無効症例が存在し, この原因が上流

の NO が不足していることが考えられた。L-Cit 経口投与によって, 不足した NO を

補い, 勃起機能を改善できる可能性を予想して研究を行った。NO 産生を増加させる

方法として, NO 産生の原料となる L-Arg の血中濃度を効率的に上昇させる L-Cit 経口

投与について検討した。第一章では内分泌性 ED について, 第二章では動脈性 ED に

ついて, 各々の ED モデルラットにおける勃起機能が L-Cit 経口投与によって改善さ

れることを明らかにした。実際に, L-Cit 経口投与により血中 L-Arg 濃度は有意に上昇

していた。L-Cit 経口投与による勃起機能の改善効果は, NO 産生の増加及び陰茎海綿

体の平滑筋/膠原繊維の比率の改善が伴うことが示唆された。また, L-Cit 経口投与は, 

全身血圧の低下といった副作用は認められず, 動脈性 ED 及び内分泌性 ED におい

て, 安全かつ簡便な ED 治療法として期待される。今後, L-Cit と PDE-5 阻害薬の併

用効果の検討や, ヒトでの PDE-5 阻害薬無効症例に対する臨床試験を行いたいと考

える。 
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