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論文内容の要旨

〔目的〕

Brain natriuretic peptide (BNP) は，最初ブタ脳より単離・同定された新しいナトリウム

利尿ペプチドで， Atrial natriuretic peptide(ANP) と類似した構造と薬理活性を有している。

ブタ BNP に続きヒト BNP前駆体構造が cDNA解析により決定され，そのC末端部にブタ B N P -32 

と相同性の高いヒト BNP-32 構造の存在することが明らかになった。また， BNP前駆体構造には晴

乳類ANP類では見られない大きな種差の存在するととが示された口本研究においては，乙のヒト BNP

前駆体構造をもとにヒト BN P IC特異的な Radioi 江田mnoassay (R 1 A)を開発し， ヒト心房内におけ

る BNPの存在を明らかにするとともに，その分子型を解析するととを目的とした。

〔方法〕

(1) ヒト BNP抗血清は，ヒト BNP前駆体構造の C末端に相当する 2 6 残基のペプチドを化学合成し，

これをカルボジイミド法によりウシのサイログロプリンと結合させた後， Freund's complete 

adjuvant と乳化させたものを家兎に定期的に繰り返し免疫することにより調製した。

(2) BNP のRIA法には，抗血清 1 8 9 -6 を最終希釈 4 2 万倍で使用した口

(3) ヒト心房は死後 4 時間以内の剖検時に採取し，抽出は組織を細断化後 1 0 倍量の水で 95
0

C以上で10

分間加熱，冷却後酢酸を 1 M，塩酸を 20mMIとなるように加え，ポリ卜ロンミキサーで 4 分間ホモジ

ナイズ後遠心分離し，その上清を心房抽出物とした。

(4) 心房抽出物を純水で倍希釈後Sep-Pak C-1 8 cartridgelとより処理，ペプチド分画を
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Sepha輙ex G -5 0 ゲ、ル漉過 (f 匤e 1. 8 x 1 3 4 cm, Pharmac i a) Iとより分離した後，各分画

の BNP免疫活性をRIA法で測定した。更に，ゲル櫨過での BNP免疫活性画分を逆相高速液体クロ

マトグラフィー(逆相HP L C) Iとより分析し BNP免疫活性測定によりその分子型の同定を行なっ

fこ。

〔結果〕

(1) 抗血清 1 8 9 -6 を最終希釈 4 2 万倍で使用したRIA系において標準曲線の 50%結合阻止量は

2.6 fmol/tube ，測定範囲は 0.2 -3 0 fmol/tubeと高感度であった。また，本RIA系はヒト B

N PIC特異性が高く，既知のナトリウム利尿ペプチドとの交文活性は 0.0 0 3 ~ぢ以下であった。

(2) 1 3 人の心房(主に心耳〉中の BNP濃度は 9. 9 8 -5 9 3. 2 2 pmo 1 / g と個体差が大であり，平

均では 9 9.9 pmol/g であった。これらのANP濃度は1.6 3 -3 5. 5 6 nmo 1 / g ，平均では 13.69

nmol/g で， BNP濃度はANP濃度の約 150分の 1 であった。

(3) 心房抽出物を Sephadex G -5 0 ゲル漉過により分離した結果， BNP免疫活性は 15Kの高分子

型と 4Kの低分子型の 2 分子型に認めた。心房内の高分子型BNP と低分子型BNP の比は 2 : 3 -1 

: 1 0 で低分子型が主であった。

(4) ゲ、ル櫨過による低分子型BNP免疫活性画分をC-18 カラムを用いた逆相HPLC により BNP免

疫活性は単一なピークとして溶出され，これは合成ヒト BNP-32 の溶出位置と一致し，低分子型B

NP は BNP-32 と考えられた。高分子型BNP免疫活性画分も向ーの逆相HPLC により単一なピ

ークとして溶出され，高分子型BNP は rBNP と考えられた。

(5) 心房内の低分子型ANP免疫活性は α-hANP であり，高分子型ANP免疫活性は r-hANP で

あった。また中間型ANP免疫活性はß-hANP であった。

〔総括〕

ヒ卜 BNP は心房組織中に比較的高濃度で存在する乙とが明らかとなった。そして，その組織濃度は，

既報のブタの BNP濃度に相当し， ラットの BNP濃度の約 6 分の l であった。またヒト BNP濃度は個

体差が大きく，疾患および病態との密接な関連が推察された。ヒト BNP も ANP と同様に循環ホルモン

として機能し，体液・血圧など、の調節 lとより生体内ホメオスタシスの維持に働くと考えられる。しかし

心房中の BNP濃度はANP濃度の 0.2 -3. 6 ~ぢと低率で，両者聞に明確な相関性が認められなかった乙

とから，乙れら 2 種のナトリウム利尿ペプチドの産生および分泌は異なった機構により調節されると推察

された。また， ヒト心房中 BNPは低分子型BNP-32 を主成分とし，高分子型 r-BNP との 2 分子

型の存在を確認した。乙れは r-BNP を主成分とするブタ BNP およびBNP-45 を主成分とするラ

ット BNP と異なり， 3 者のフ。ロセシング機構lと種差の存在する乙とが推察された。
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論文審査の結果の要旨

本研究はヒト BNP前駆体構造をもとにヒト BNP に特徴的な Radioimmunoassay:CR1 A) 系を開

発しヒト心房内における BNPの存在を明らか lとするとともにその分子型を解析する乙とを目的としたも

のである。乙の結果ヒト心房組織中に BNP免疫活性物質が平均 99.9pmol/g で存在する乙とが明ら

かとなった。また，心房内 BNP免疫活性は 1 5Kの高分子型と 4Kの低分子型の 2型を認め，その存在

比は 2:3"""'1:10 で低分子型が主な存在型である乙とを明らかにした。

本研究は血圧体液調節ホルモンとして hANP に続きヒト心房よ 1り新しいナトリウム利尿ホノレモンであ

る BNP を発見し，その存在を証明した。

本研究は今後生体の体液・血圧調節機構を解明する上において大きな意義を有し，学位の授与に値する

と認める。
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