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斎藤晴比古＊1・2西内 健＊2斎藤史郎＊2

1．はじめに
　四半世紀以上も前から哺乳類の心房筋細胞中に

は心室筋細胞や他の筋組織には認められない特殊

な内分泌穎粒の存在が超微形態学的に知られてい

た1・2・3）がその生理的意義については長年の間不

明であった．1976年，Marieら4）および1979年に

de　Bold5）によってラットに水又は塩分の経口摂

取を制限すると，この心房中の穎粒の占める面積

が有意に増加し，塩分負荷では逆に減少する事実

が見いだされ，水一電解質代謝に関与している可

能性が指摘されるに至った．その後，心房の組織

抽出物をラットなどに投与するとナトリウム利

尿，血圧降下が認められることが相次いで報告さ

れ6・7剛また本活性物質はプロテアーゼやトリプ

シン処理で容易に失活するが，熱には安定である

こと7・9・10）などからその本態がペプチドであるこ

とが明らかにされてきた．このような経緯から心

房由来の利尿作用を有するペプチド（atrial　natri－

uretic　polypeptide，　ANP）はまさにホルモンとし

ての定義に合致する新しい活性ペプチドとして多

くの研究者の関心を集め，短期間のうちにアミノ

酸配列，遺伝子構造，生物学的作用などに関する

多くの知見が集積されてきた．さらに最近では分

泌動態に関する研究もさかんに行なわれる一方，

薬剤として治療面への応用も検討がすすめられて

いる．そこで，本稿ではまず最初にANPの化学

構造および作用に関する最近までの知見を紹介

し，次にラジオイムノアッセイ（RIA）を用いた

測定法について著者らの成績を加えて解説する．

＊1斎藤病院　内分泌・代謝科

＊2徳島大学　第一内科

2．　化学構造と存在様式

　ヒト心房組織抽出物証に含まれるANP活性に

はα，β，γと呼ばれる3種類の異なった分子サイ

ズ（それぞれ分子量約3000，6000および13000）

を有する分画が存在し，α一およびβ一hANPは強

塩基性，γ一hANPは弱塩基性を呈する．図1aに

KangawaおよびMatsuoら11・12）によって構造決

定されたこれらの分画の化学構造を示すが，α一

hANPは28個のアミノ酸残基よりなり，7位と23

位のCysがジスルフィッド（S－S）結合した環状

構造を有する．化学構造と生物活性の相関につい

てはまだ十分に解明されていないが，中央のS－S

結合部分とC端側部分がそれぞれ受容体との結合

ならびに生物活性の特性（後述）に重要な役割を

はたしていると考えられている11・13・14　）．またN端

側の6残基のアミノ酸については生物活性の発現

に大きな影響を及ぼさないが，12位のMetの

Met－sulphoxideへの酸化は利尿活性を5％以下

に低下させる12、β一hANPはα一hANPの環状構

造がはずれてα一hANPの逆平行二量体（anti－

parallel　dimer，アミノ酸数56個）となったもので，

γ一hANPはC端紅にα一hANP構造を有する中間

前駆体ペプチド（アミノ酸数126個）である．

　ラットではこれまで多くの研究グループによっ

て報告がみられ，Cardionatrini5・16），α一rANP17），

6－rANPi8），　Atriopeptini9・20），　Auriculin2i），　Atrial

natriuretic　factor（ANF）22）など異なった命名が

なされ，報告者によって両端側のアミノ酸構造に

若干の差異が認められているが（図1b），これ

が抽出操作の過程によって生じた結果であるのか

実際に種々の分子のペプチドが存在するのかにつ

いては明らかでない．de　BoldらやKangawaら17）
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図1　a）αrβ一，γ一，hANPのアミノ酸配列

　　b）各研究グループにより報告された，中～低分子型ラットA：NP
　　　1）β一rANP，2）ANF　I，3）ANF∬，4）ANF皿，5）Flynn，　T．　G．　et　a1．　Kangawa，　T．

　　et　al　（ae－rANP＞，　6＞　Auriculin，　7）　ANF　IV，　8）　Atriopeptin　1，　9）　Atriopeptin　ll，　10）

　　Atriopepti11皿
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によればラットの低分子ANP様物質はα一

hANPと同様に28個のアミノ酸残基よりなり12位

のアミノ酸がIleに置換（ヒトではMet）された

違いのみであるという．

　心房における存在様式については，ヒトでは，

α，β，γが種々の割合で存在しているが，ラット

では90％以上がヒトと同じく126残基のアミノ酸

よりなるγ型として存在しており，β一hANPに

相当する二量体はみいだされていない．ヒト血中

では似型，β型以外にα型より更に分子量の小

さい分画が存在する可能性があり，血漿中におけ

るANPの存在様式についてはさらに検討が必要

と考えられる．ラット血中ではα型が90％と大

部分を占めるという報告がある．

　このほか，最近の特筆すべき知見としては

Oikawaら23），　Greenbergら24｝およびSeidman

ら25＞の研究によりヒトおよびラットANP前駆

体cDNAの塩基配列とアミノ酸構造が決定され

たことが挙げられる．このことから，ヒトではま

ずmRNAより151個のアミノ酸残基よりなる

pre－hANPが合成され，ついでN端側シグナルペ

プチド（25残基）が切断されてγ一hANPとなり，

さらに特異酵素によるプロセシングが進行しα一

hANPが生成されると理解されており，ラットに

おいてもほぼ同様のプロセシング機構が存在する

ものと考えられている．

3．　生物学的作用

　1）利尿および尿中電解質排泄作用

　ANPの水，　Na利尿作用は迅速かつ強力であ

り，本ペプチドの生理作用と考えられる．すなわ

ちKangawaら11）は，0．1－0．4　nmoleの合成α一

hANPをラットに静注すると，その後30分間の尿

量，尿中NaおよびC1排泄量は有意に用量反応

性に増加し，0．4nmoleの投与ではすでに投与5

分後にそれぞれの基礎値の20倍，30倍および30倍
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に達する効果が認められ，これはフロセマイド

0．1μmoleの薬理効果に相当することを示した．

また，α，β，γの3種のhANPについて，ラット

に対する利尿および電解質排泄効果を指標として

比較した成績によれば，α一hANPが最も強力で

あり，等モルではβおよびγ一hA：NPのそれぞれ

4および5倍活性が強いこと，β一hANPの効果

発現時間はαおよびγ一hANPに比して遅いが効

果持続時間が長いことも明らかにされている．

　一方，ヒトにおいてもα一hANPが効果にすで

心房性ナトリウム利尿ペプチド　617

に検討されつつあり，100μ9を単回静注すると

尿量は投与前の2倍に，尿中ナトリウムは4倍に

増加し，カルシウム，マグネシウム，リンの排泄

量もそれぞれ有意に増加するといわれている26）

（図2）．

　このようなANPの利尿効果の発現機序に関し

ては多方面から研究が行なわれており，その1つ

には腎血流量の増加作用が挙げられる．Keeler

ら27）はラットに心房抽出物を投与するとパラア

ミノ馬尿酸（PAH）のクリアランスが上昇するこ
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とから腎血漿流量の増大が利尿作用とともに観察

されることを報告した．最近，Ishiharaら28）も

チオペンタールおよびウレタン麻酔犬を用いた実

験で，O．03－0．3　nmole／kgのα一hANPを静注す

ると椎骨動脈，大腿動脈などの血流量は用量依存

性に有意の増加が認められたとしている．Garcia

ら29）は，無麻酔のラットに合成ANPを投与し，

ミクロスフェアー法にて各組織の血流量の変化を

測定しているが，その成績によれば腎血流量は27

％増加し，脾臓，肺，腸間膜，冠動脈血流量も増

加を認めている．

　このほかANPのRBF増加作用に関しては単

離灌流腎を用いたin　vitroの実験30）や自然発症

高血圧ラット（SHR）を用いたKoikeら31）の実

験でも確認されているが，GFRの増加だけでは

ANPの利尿作用を説明することは困難である．

すなわち，Yukimuraら32）は，ベントバルビター

ル麻酔犬への片側腎動脈内への投与で，注入側腎

からの尿量のみ著明に増加することを示し，0．2

μ9／minの少量投与時には血圧，　RBF，　GFRに有

意の変化をあたえずに利尿効果が観察されると報

告している．また，Briggsら33）はマイクロパン

クチャー法を用い，ANPの利尿作用は集合尿細

管でのNa再吸収の抑制によるものと推測し，

Sonnenbergら34）も同様の手法を用いて乳頭部先

端ではじめてNa分泌が有意に増加することによ

り，乳頭部集合尿細管への直接作用の可能性を示

した．また，Fujiokaら35）は麻酔下のWKYラ

ットで検討しているが，この報告ではα一hANP

3μg／kg／minの投与で，脾臓，骨格筋以外での血

管抵抗の低下を認め，腎内で皮質外層から内層へ

の血流分布の変化を認めている．Borensteinら36）

も天然ANPをラットに投与すると腎皮質内層，

腎乳頭部血流量が増加することを報告し，これには

腎髄質の血流増加による，いわゆる‘‘medullary

washout”の関与を示唆している．

　また最近，且ametら37）により心房抽出物およ

び合成ANPをラットに投与すると，ナトリウム

利尿に平行して尿中サイクリックGMP排泄が増

加すること，培養尿細管細胞を用いた検討により

サイクリックGMP合成がANPの添加によって

促進されることなどが明らかにされている．

　このほか，ANPの利尿および尿中への電解質

排泄作用には，プロスタグランジン38β9、レニン

ーアンギオテンシンーアルドステロン系40）およ

びバゾプレッシン41）などの関与も示唆されてい

る．

　また，この利尿作用の発現にはカルシウムイオ

ンの関与が不可欠であることが明らかにされてい

る4銑

　2）血管拡張作用

　ヒトに合成α一hANPを静脈内投与すると2分

後には有意の血圧低下が認められる（図3）．こ

の降圧作用は利尿による二次的な効果ではなく，

むしろ血管拡張作用に起因するものと考えられて

いる3L3亀

　血管平滑筋弛緩作用はこれまでに報告のある各

ANP類似ペプチドのC末端構造の差により強さ

が異なることが知られており，Gellerら20）は

atriopeptin　I，皿および皿はほぼ同等の利尿作

用を有するが，C末端にPhe－Argのアミノ酸残

基を含まないatriopeptin　Iは血管平滑筋弛緩作

用を欠き，このC端構造（図1b参照）が血管レ

セプターとの結合に重要であると考えられてい

る．
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図3　ヒトにおけるα一hANP投与時（100μ9単
　　回静注）の心拍数と血圧の変動
　　　（Richards　et　al．26）より引用）
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　また，このAtriopeptin　Iの利尿作用と血管

平滑筋弛緩作用の解離は，このペプチドの作用機

序を考えるうえで興味深い．血管平滑筋にANP

に特異的なレセプターの存在することは，ラット43）

およびウサギ44）の大動脈で報告されているが，

その機序については一定の見解が得られていない．

Garciaら45）によれば，　ANPはノルアドレナリン，

アンギオテンシン皿による血管収縮を同等に弛緩

させること，βプロッカーやアトロピンの影響を

受けないこと，細胞外液のカルシウム濃度に対し

て依存性を示さないことから，交感神経レセプ

ター，βレセプター，アンギオテンシンllレセプ

ター，PG系，カルシウム流入機構を介する可能

性は少ないとしている．

　一方，Anand－Srivastavaら46）は，動脈壁

adenylate　cyclase活性に対するANPの作用を

検討しており，ラットの腎動脈，腸間膜動脈，お

よび大動脈ではadenylate　cyclase活性を抑制す

るが，脾臓，骨格筋などANPの標的組織と考え

られていない臓器では抑制効果を示さないことか

らANPの血管拡張作用にはadenylate　cyclase

活性が関係していることを示した．

　しかし，利尿作用の項で述べたようにANPの

血管拡張作用は部位により特異性があり，腎動脈

に特に強く作用するとの報告が多いが，腎血流は

変化しないとの報告もあり3筋これらの報告の差

異は，投与時の条件，投与したANPの種類，投

与量の違いによる可能性も考えられる．

　また，ANPによる血圧低下時に心拍出：量は低

下するといわれているので，薬剤としての使用を

考えた場合，全身的循環動態に対する影響につい

ても更に詳細な検討が望まれる．

　3）他の内分泌臓器に対する作用

　ANPが生理的に細胞外液量や血圧の調節に重

要な役割を果たしているとすれば，他の体液・血

圧調節因子であるレニンーアン前出テンシンーア

ルドステロン系，およびバゾプレッシン分泌など

との関連性は重要な検討課題である．

　Goodfriendら47）は合成α一rANPがウシの副腎

球状層細胞でのアルドステロン産生をアンギオテ

ンシンの存在下でも抑制し，これはアルドステロ

ン生合成の早い過程に働く可能性を示唆した。

Atarashiら10）およびKudoら48）もほぼ同時期に

それぞれラット心房抽出物および合成ANPがラ
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図4イヌにおけるAuriculin投与時（1．0μ9／㎏

　　　体重初回静注＋0．1μg／kg体重／分持続点

　　　滴）の血漿レニン活性，アルドステロンお

　　　よびコーチゾルの変動
　　　（Maack　et　aL40）より引用）

ット副腎球状層細胞におけるアルドステロン産生

を抑制することを報告している．また，De：Lean

ら49・50）はウシの副腎球状層細胞にANPに特異

的なreceptorの存在することを報告している．

　一方，Maackら40）はauriculinをイヌに投与

すると60分後には血中レニン活性は基礎工の69％

に低下することを認め，ANPはレニン分泌に対

しても抑制的に働くことを示した（図4）．

　また，Samsonら41）は，イヌに対する投与で，

ANPは脱水，失血によるバソプレッシンの分泌

を抑制するとしている．しかし，in　vitroでは，

Januszewiczら51）はラット単離下垂体後葉に

ANPを作用させるとmedi㎜中へのバゾフ。レッ

シン放出が逆に増加することを観察しており，

ANPとバゾプレッシンとの関係については今後

の検討が待たれる．α一hANPのヒトに対する投

与成績では血圧の低下や著明な尿量の増加が認め

られるにもかかわらず，血漿アルドステロン，バ

ゾプレッシンおよびレニン活性は明らかな変動が
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みられず，アドレナリン濃度はむしろ低下傾向を

示し，ヒトでもレニンーアルドステロン系に対し

ては抑制的に働くと考えられる26、

4．　測定法ならびに測定成績52）

　ANP活性の測定法にはバイオアッセイとラジ

オイムノアッセイ（RIA）とがある．前者はラッ

トなどの小動物に投与して直接利尿活性をin

vivOの系で追跡する方法と，摘出平滑筋標本の

筋弛緩作用を指標とするin　vitroアッセイが知ら

れており，生物活性を測定する点に意義があるが，

いずれの場合にも操作が繁雑で測定感度や検体処

理能力に限界があるため現在ANP活性の測定法

としてはもっぱらR】［Aが用いられている．

a）　RIA

抗体は合成ANPと蛋白担体（ヒトα一グロブ

Di　l　uted　Anti－cr－hANP　Rabbit　Serum

Standard　or　Sample
Buffer＊

1
1
1

m
m
m

－
邑
1
4

0
0
∩
》

　　　　preincubation　at　4eC，　for　24hr

1251＿q監一hANP 　O．1ml
（10000cpm）

　　　lst　incubation　at　40C，　for　24hr

Anti－Rabbit　y－Globulin　Goat　Serum（1：10）　O．lml

Normal　Rabbit　Serum（1：100）　O．lml

　　2nd　incubation　at　4eC，　for　24hr

　　　　　　　　　ウ

Centri　fugati　on　at　300Prpm，　at　4eC，　for　30mi　n

　　　　　　　　　，

　　　　Precipitate　Counti　ng
　　　　　　　　　ウ

　　　　　　Ca　1　cu／1　ati　on

＊　buffer：　O．05M　phosphate　buffer，　pH　7．O

　　　　　contai　ning　l　aiM　EDTA2Na
　　　　　　　　　O．2ffdVl　Cys　ti　ne
　　　　　　　　　O．OIX　“lerthiolate
　　　　　　　　　O．IX　Tri　ton　X－100

　　　　　　　　　0．IX　BSA
　　　　　　　　　500KrUlml　Aprotini　n

図5ANPのR】：A操作法

リン，ウシサイログロブリンなど）との結合物を

免疫原とし：Freund’s　complete　adjuvantを加え

て乳化したものを家兎に皮内注射して作成する．

2週間間隔の免疫で通常2－6カ月後にはRIA

に使用できる抗体が得られる．α一hANPの場合，

前述のように生物活性発現部位はS－S結合を含

むC端側にあると推測されているので，蛋白担体

をグルタールアルデヒド法などを用いてN端側に

結合させたほうが効果的であるが，ラットおよび

ヒトα一A：NPのC端側共通構造を認識する抗体を

得る目的でα一ANP（17－28）を免疫原に用いる方

法も報告されている52、

　抗原の標識法はクロラミンT法でも酵素法でも

よいが，前者が一般によく用いられている，標識

抗原の純化にはSep－Pak　C18カートリッジ53・54）

や高速液体クロマトグラフィー55，56）などを用い

る方法があるが，筆者らはカルボキシメチルセル

ロース（CM23）を用いて良好な成績を得ている．

　図5および6に筆者らの操作手順と標準曲線の

一例を示したが，本法の精度は良好（intra－assay

およびinter－assayの変動係数はそれぞれ7．2％，

9．5％）であり，4P9／tubeから500　P9／tubeま

での間で良好な用量反応相関性が得られている．

　b）組織中ANP濃度
　ヒト心臓組織を用いた我々の測定成績では右心

房に高濃度（8．0－65．6μg／g湿重量）に存在し，

100
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06（
駅
V
。
ミ
凶

04

20

o

　　おのこ　スかヨ　セ　　
　｛diluti。而｝x16　x6　x4　x2　x1

iiiiiiiiiiiiii）t×’txb

一　Synthetic　a－hANP
H　Plasma　extract

1

1o　loo　loeo　　o甲hA囲P　　‘P9！tube｝

図6　α一hANPのRIAの標準曲線と血漿抽出物の

　　抑制曲線
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左心房においてもそれに近い濃度（0．2－47．6

μg／g湿重量）で検出されるが，心房組織中でも

心耳における含有量がそれ以外の組織に比して約

3倍程度高値である．ラット心臓におけるANP

様免疫活性の局在についてもこれとほぼ同様の結

果が報告されている55　）．Miyataら57）による高速

液体クロマトグラフィーを用いた分析結果では，

ヒト右心耳抽出物はα一，β一，γ一hANPに相当する

3つの分画がみい出されるが，ラット心房組織で

はα一rANPに相当する分画は明らかではなかっ

たといわれる．

　このほか，ANP様免疫活性は視床下部をはじ

め，脳内各部位58），顎下腺，腎，副腎などにも存

在するという報告があるが，組織含量は湿重量比

にして心房の1000分の1以下である．

c）ANPの血中代謝動態ならびに安定性

　合成α一hANPをヒトに単三あるいは点滴静注

したさいの血中半減期は0．9－1．7分（rapid

phase）および10－11分目slow　phase）といわれて

いる．これに関連して，我々が血中hANPの安

定性をin　vitroの系で検討したところ，37。Cの

条件下では30分で40％程度にまで活性が低下する

ことから，血漿中に含まれる蛋白分解酵素の作用

を受け易いことが示唆されるが，これらの成績は

前述のヒトにおけるα一hANPの作用時間が短い

こととよく一一致する．
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図7　血漿α一hANPのin　vitroにおける安定性
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　ちなみに血漿hANP濃度の測定には氷冷した

トラジロール（500KIU／mb加試験管への採血が

必須であり，このような条件下では60分後に約90

％が安定である（図7）．

　d）正常者における血漿ANP濃度

　ヒト末梢血における血漿hANP濃度は報告者

によってかなりの差異がみられる（数十～数百

pg／ml）が，これは各研究施設により測定条件（用

いる抗体の認識部位，血漿サンプルの抽出の有無

および方法など）が異なるためと推測される．

　Sep－Pak　C18カートリッジによる血漿抽出物を

用いた筆者らの測定成績では，正常成人における

空腹時の血漿hANP濃度は19．3±1．O　P9／ml（平

均値±標準誤差，n＝54）で，性差はなく，12時

間の水制限試験では有意に低値（11。2±2．1

pg／mのとなり，逆に飲水後に実施した高張食塩

水負荷試験（0．25m1／kg体重／分，45分間定速静

注）では有意に分泌が尤進ずることを観察してい

る（基礎値11．5±3．4pg／m1，頂値15．0±6．7

P9／mの59、

　このほか，心臓カテーデル検査時に得られた冠

状静脈血中hANP濃度は末梢血に比して3－10

倍高値であり，その主成分はα一hANPの分画に

一致すること，高Na食の摂取や温水浴負荷

（35。C，1時間）試験，心房ペーシング56）では分

泌が尤進ずることなどが知られている．

　e）病態時におけるANPの分泌動態
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図8　正常者および各種疾患患者の血漿hANP濃

　　度
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　　図8に筆者らが測定した各種疾患の血漿hANP

濃度を正常者のそれと対比し．て示し．た．本態．性高

血圧症患者（41．9±7．Opg／mのの半数以上の症例

では正常者とほぼ同様の値を示したが，残りの約

40％の例では高値（正常者の平均値＋3SD以上）

を示す傾向がみられた．非代償性肝硬変症（138．7

±43．2pg／mの，心不全（357．9±275．4　pg／mの，お

よび慢性腎不全（399．3±106．8P9／mの患者では

いずれも有意に高値であったが，甲状腺機能充進

症患者では正常者に比して明らかな．差は認められ

なかった（図8）．腎不全では血液透析により血

漿hANP濃度は低下するとされている60、

　　このほか病態時に血漿hANPが高値を示す疾

患としては発作性頻拍症61）発作性心房細動（発

作時）62）などが知られている．

5．おわりに

　　以上ANPに関する最近の知見について述べ

た．今後，ANPの測定が普及するにつれてANP

の生理的役割や病態修飾因子としての意義が次第

に明らかにされるとともに，それらに関連した基

礎的ならびに臨床的研究がさらに進展することが

期待される．
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