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論　　文　　の　　要　　旨

＜目　的＞

　心房性ナトリウム利尿ペプチド（ANP）の代謝1分解はクリアランスレセプターと中性エンドペ

プチダーゼ（NEP）の両面より研究されているが、まだ明確な結論は得られていない。本研究はANP

の分解を酵素学的に詳しく検討して生体内におけるANPの代謝経路を明らかにすることを目的と

しヨ代謝に最も重要と思われる腎臓に着目してその尿細管および糸球体に局在する2種類のNEPが

実際にANPを分解するか否かヨそしてそれぞれの酵素に対する抗血清がANP分解活性に如何に影

響するかを調べた。又ヲ腎臓以外の様々な臓器に在存するNEPのANP分解活性についても検討を加

えた。

〈方　法＞

　（腎臓内科）研究室で精製したヒト尿細管のS㍑c一（Ala）。一pNAを分解する酵素（丁酵素）およびブ

タ糸球体のS泄c一（A1a）。一pNAを分解する酵素（G酵素）を精製酵素標本として用いた。各種臓器にお

けるNEP活性の検討はヨWist鉗系雄ラットの腎1肺1心1肝1脳およびブタの腎（尿細管と糸球体

に分離）1肺1大動脈を用いて行った。それぞれの組織に2倍湿重量の50mM　tris－HαbufferとO．15

M　NaC1を加えポリトロンでホモジェナイズしてから3，OOOrpmで10分間遠心し、その上清を亙2，OOO

rpmで更に5分問遠心して得た上清にヨ1％TritonX－100を含む50mM　tris－Hαbu童fer　（pH8．O）

を加えて酵素を可溶化した。更に、30，000印㎜で60分間遠心して得られた上清をセノレロース膜で透析

しヨ部分精製酵素画分として実験に供した。α一hANPの分解活性を調べる際にはラ50mM　tr1s－Hα
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buffer（pH8．O）に酵素もしくは酵素画分10μ1を加えヨこれにα一hANP（最終濃度20μM）を添加し

て全量100μ1としヨ精製酵素の場合には37℃で60分問里酵素画分の場合には20分問インキュベーショ

ンをしてから100％の酢酸10μ1を加えて反応を停止させた。50㎜Mtris－HC1bu重fer（pH714）にSuc

一（A1a）、一pNAlOμmo1と酵素または酵素画分20μ1を加えて全量230μ1とし害37℃で10分問インキュ

ベーション後雪60％TCAにより反応を停止させた。酵素のα一hANPおよびS㏄一（A亘a）。一pNA分解活

性はヨ逆相カラムを用いた高速液体クロマトグラフィー（HPLC）により残存する基質を分離1定量

することにより測定した。

＜結　果＞

　TおよびGの2種類の精製酵素はα一hANPを分解しラその分解活性はmeta11o㎝dopepti曲se阻害

薬であるphosphoramid㎝（最終濃度O．1mM）で完全に抑制された。ブタ腎臓の尿細管事糸球体画

分はいずれも高いα一hANP分解活性を示し写肺や大動脈にも弱いながら活性が認められた。一方、

ラットの各種臓器では雪その全てにおいてα一hANP分解活性が認められラ活性は腎が最も高くラ次

いで脳1肺1肝1心の順であった。ラット腎の酵素画分のα一hANP分解活性の至適pHは7～8であっ

た。（中性ペプチダーゼ）。熱安定性についてはヨ37℃で最大活性を示し害40℃以上では速やかに失

活した。この酵素活性は砒sopropy1f1uorophos凶ate（セリンプロテアーゼ阻害薬）蓼amastatin（ア

ミノペプチダーゼA阻害薬）、e1ast就ina1（エラスターゼ阻害薬）等では抑制されず雪phosphor狐idon

でほぼ完全に抑制された。

　各種臓器のS㏄一（A1a）。一pNA分解活性とα一hANP分解活性とを比較したが雪両者には必ずしも相

関は認められなかった。各種臓器の炸hANP分解活性は凶osphoramid㎝で完全に抑制されたが里丁

酵素およびG酵素に対する抗血清による抑制はまちまちであった。即ち、丁酵素およびG酵素は各々

の抗血清によりそれぞれ95％前後、腎の酵素活性は約35％抑制されたが事他の臓器の酵素活性は殆

ど抑制されなかった。種特異性の因子を取り除いた場合でも同様で争ブタG酵素に対する抗血清によ

り雪ブタ糸球体酵素活性は30％抑制され雲尿細管画分では曹47，4％抑制されたが事肺の酵素活性は

7．8％抑制されただけであった。

＜考　察＞

　従来冒腎臓のNEP活性は尿細管にのみ局在するという見解が主流を占めていたがヨ本研究ではヨ

糸球体に於いてα一hANPを分解する活性のあることを初めて酵素学的に証明した。この酵素はphos－

phoramid㎝感受性をもつ㎜eta11oendopepti由seでありラ糸球体に於いてもα一hANPが分解され得

ることを示すものである。各種臓器にもα一hANP分解活性のあることを見いだしたが寧これらの多

くはやはりphosphora㎜idOn感受性であるが雪尿細管から精製した酵素に対する抗血清にほとんど

影響されていないことからヨANP分解酵素には多様性（例えばアイゾフォーム）のあることが示唆

される。血中のNEP活性が事慢性腎不全の患者で減少しヲネフローゼ症侯群患者で上昇しているζ

とも見いだしており里腎疾患に於ける本酵素の変動やその病態生理的意義は今後の興味ある研究課

題であると考えられる。
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審　　査　　の　　要　　旨

　本研究では里腎臓に於けるナトリウム利尿ペプチド（ANP）の分解に与る中性エンドペプチダー

ゼ（NEP）の性質を詳細に検討したもので雪特に糸球体に存在するNEPの酵素学的解析は初めての

試みであり争高く評価される。又里腎臓以外の臓器にも幾分凶osphOr鰍idon感受性のNEP活性が認

あられ争ANPの分解にも一部関与している可能性が考えられる。免疫学的手法を用いた解析から芽

各臓器のNEPは腎臓の酵素とは必ずしも同一のものではなく事NEPアイソフォームの存在するこ

とが示唆されたが穿これらはそれぞれの部位に於いて異なった役割（他のペプチドの変換や分解）

を担っている可能性もあり宙きわめて輿味深いものである。血中のNEP活性が腎疾患により変動す

ることも示されラ本研究は一部腎疾患の実体に追るのみでなく事新しい診断法の開発にもつながる

もので雪価値の高いものである。

　よって事著者は医学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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