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論　　文　　の　　要　　旨

　レニンは腎臓皮質のレニン穎粒中で貯蔵され血中に分泌される酵素（EC3，4．99．19）で血圧の上

昇や電解質代謝に重要な役割を演じている。その存在は1898年TiegerstedtとBerg㎜anによって初

めて示された。しかしその含量の極端な低さと不安定さによって生化学的研究はほとんど進まな

かった。ユ969年Haberらは，レニン活性の測定にラジオイムノアッセイを導入し，極めて感度が

高く再現性に優れたレニン活性測定法を確立した。又1974年Boydはゲルロ過去により豚腎臓申に

通常見られるレニン（Mr＝40．OOO）の他に分子量60．O00の新しい型のレニン（以下HMW一レニ

ンと略す）が存在することを報告した。さらに1975年，村上と稲上は精製手段としてアフィニティ

クロマトグラフィを導入することにより豚腎臓から微量で不安定な通常レニンの純化に成功した。

その後，次々に各種動物の腎臓から通常レニンが純化され，同時にHMW一レニンの研究が活発に

され始めた。そして現在のところ，そのHMW一レニンの研究が活発にされ始めた。そして現在の

ところ，そのHMW一レニンは通常レニンと結合タンパク質の複合体であると考えられている。著

者はHMW一レニンの実体を解明するために次の二っの異常動物を材料として選んだ。1っは脳卒

中易発系高血圧ラット（S駅SP）である。これは生育に伴って血中レニン濃度が上昇しヨ脳卒中直

前には著しいレニンの分泌異常が観察される。他の！つはアルビノマウスである。このマウスはそ

の顎下腺でレニンを多量に生合成する。本論文で著者はS服SPの血清と腎臓，アルビノマウス
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GCレIC艮，♂）の顎下腺を用いて通常レニンと高分子型レニンの生化学的研究を行った。

　〔亙〕S服SPの血中および腎臓抽出液申のレニンとHMW一レニン

　正常血圧時（五20日令以下，約王70m狐Hg）の血中にはゲルロ過法で通常レニン（Mr：40，oOo）

のみが観察された。そして悪性高血圧時（ヱ60日令，約240㎜湿g）にはレニンが多量に分泌された

（レニン活性にして対照の約3倍）。これらの結果は松永らや森田らの既に報告されている結果と

良く一致していた。さらに著者はその悪性時の血中では貫MW一レニン（Mr＝55，000）のみが観

察されることを見出した。そのHMW一レニンの等電点を電気泳動法で求めたところ5．7と算出さ

れた。その値は通常レニンのそれ（4．85と5．15）とは全く異っていた。

　一方，S服SPの腎臓抽出液では，各日令とも一SH基の修飾剤であるN－ethy1㎜a1ei鰍ide（10mM，

以下NEMと略す）存在下でその抽出液を調製したときのみ一部（50％）がHMW一レニンで観察

された。このことは対照ラットでも同様であった。又，腎臓申のHMW一レニンの等電点は血申の

それと良く似ており5．6と算出された。ところでNEMの非存在下で調製した腎抽出液（通常レニ

ンのみがゲルロ過法で観察される）に10㎜MのNEMを加えると一部（50％）がHMW一レニンと

して観察された。この現象は対照ラットでも観察された。これらの結果は，HMW一レニンの形成

が可逆的であることを示唆している。

　以上の結果よりS服SPの腎臓抽出液で観察されたHMW一レニンは，血圧正常時には分泌され

ていない可能性と，悪性時では血中分泌後HMW一レニンが形成されている可能一性が考えられた。

　〔n〕マウス顎下腺から通常レニンの純化

　顎下腺申にHMW一レニンが存在するか否かについてはまだ明らかにされていなかった。従って

まずその検出から行わねばならなかった。その場合まず対照として，そして抗体を得る為にも純粋

な通常レニンが必要であった。顎下腺レニンは既にCohenらがその純化に成功しているので，著

者は彼らの方法より早くて簡単な方法で精製しようと考えた。顎下腺抽出液（40脈2，20匹分）をレ

ニンの阻害物質であるペプスタチンをリガンドとするアフィニティカラム（0．5×20㎝）に供した。

レニンは吸着し，O．1MTris－HCL，pH7．4（015MのNaCLを含む），で選択的に溶出された。こ

の1回のクロマトグラフィによってSDS－po1yacry1狐ide　ge1e1ectrophoresis（以下SDS－PAGEと

略す）で単一バンドを示す約10㎎の通常レニンを得た。この画分は㎎のオーダーで両腎臓を摘出

したラットの血圧を5分以上一定圧だけ上昇させることができた。この現象はレニンに特有のもの

である。さらにこのレニン画分をCM－Ce1Moseカラムに供し，5つのレニン画分を得た。それぞ

れfraction－A，一B，一C，一Dそして一Eレニンと溶出順に名付けた。それらはCohenらの示したrenin－A，一

B，一C，一Dそして一Eにそれぞれ相当した。全レニンに対するそれぞれの割合は，36，10，34，10そして

10％であった。それらはPAGEでそれぞれ単一バンドを示した。この精製法によりCohe亙らの示

した精製ステップを4段階省略して通常レニンを純化することができた。さらに著者はその通常レ

ニンに対する抗体をウサギより調製した。これらの純粋レニンと抗体を用いて以下の実験を行った。

〔皿〕マウスの生育に伴う顎下腺レニンの活性変化とレニン分子量の変化について
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　ラジオイムノアッセイによって1週令から成熟期の8週令までの雄マウス顎下腺の全レニン活性

を初めて測定することができた。マウメめ生育に伴ってレニン活性は著しく変化した。8週令のレ

　　　　　　　　3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5ニン活性は2．2×10μgAn象至／g／hで1週令はそれの1／10であった。レニンの分子量は王0倍量の緩

衝液で調製した組織抽出液をmtroge1AcA44カラム（L．5×90㎝）に供して測定した。その結果，

幼若期，特に2週令以下に分子量約50，OOOの位置にレニン活性がユつのピークとして（他の低分子

レニンとは別に）溶出した。それらの活性はすべてレニン抗体で抑えられた。しかしこの条件では，

4週令以上においてはHMW一レニンを検出することはできなかった。

　〔W〕沈降平衡法によるHMW一レニンの検索

　抽出液レベルでの分子量測定の新しい分析手段であるBeck㎜aa　Airf㎎eを用いた沈降平衡法を導

入して成熟雄マウス顎下腺申のHMW一レニンを検索した。4倍量の緩衝液で調製した顎下腺摘出

液を23，000～25，000×gの間で15～20時聞遠心分離後，遠心チューブ内のレニン分布をレニン活性

を指標として調べた。その結果，抽出液中のレニン分子量は75，000と算出された。その値は抽出液

を2倍に濃縮しても変化しなかったがユOO倍だけ希釈すると40，OOOに低下した。又，純粋な顎下腺

の通常レニンの分子量は40，OOOと分析された。従って沈降平衡法によって初めて顎下腺抽出液中に

分子量75，000のHMW一レニンが存在することが明らかとなった。

　〔V〕ゲルロ過法によるHMW一レニンの再検索

　〔皿〕で示したゲルロ過去の条件を一部変えて，成熟マウス顎下腺抽出液中のHMW一レニンを

検索した。即ちカラム容量をそれまでの10倍（5×80㎝）にし，．供試量を20倍にし，抽出液は2倍

量の緩衡液で調製した。1回目のクロマトではHMW一レニン画分にレニン活性のピークは見られ

なかった。分子量50，OOO～85，000の画分を集め濃縮後再クロマトした。通常レニンの他に分子量

60，OOO～80，000画分にもレニン活性がピークとして溶出した。そのHMW一レニン画分を濃縮後3

回目のゲルロ過法を行った。その結果，分子量約70，O00の位置にレニン活性の明確なピークと通常

レニンのピークが観察された。それらの活一性はレニン抗体によって完全に抑えられた。このHMW

一レニン画分の沈降平衡分析を行ったところ分子量は75，000と算出された。以上の結果より，ゲル

ロ過法でHMW一レニンが観察できることが明らかとなった。

　〔V1〕レニン緒合タンパク質（RBP）の精製

　RBPはレニンの阻害活性を有すると考え，レニンの阻害活性を指標として純粋RBPを得ようと

した。その精製は顎下腺抽出液の再ゲルロ過クロマトグラフイで得たHMW一レニン画分を出発材

料として行った。まず，そのHMW一レニン画分をゲルロ過し，RBPとレニンを解離させ，それら

の混合物を含む画分（Mド25，000～40，000）をpepstatin－a㎜inohexy－Sepharose4Bカラムに供した。

レニンをそのカラムに吸着させたまま，O．5MNaCLを含むO．01Mpyrophosphate，PH6．5でレニン

阻害活性を溶出させた。さらにその阻害活性画分をDEAE－SepharoseCL－6Bカラムに供し，O～
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O．3MのNaCLの直線濃度勾配によりPAGEで単一バンドを示すレニン阻害物質を単離した。それ

はSDS－PAGEで分子量25，OOOの位置に泳動した。その阻害物質を濃縮後純粋な通常レニン（Mr＝

40，OOO）と混合し，沈降平衡分析を行ったところレニンの分子量は75，000と算出された。このこと

は，精製したレニン阻害物質がRBPであることを示している。これらの方法により，マウス顎下

腺30g（ユ50匹）から100μgの純粋なRBPを得ることができた。

　以上〔n〕～〔w〕の結果より，著者はレニン産生異常のアルビノマウス顎下腺において分子量

75，O00のHMW一レニンが存在することを明らかにした。そしてそのHMW一レニンは通常レニン

とレニン阻害活一性を有するRBPよりなり，その複合体は可逆的に形成されると結論づけた。

審　　査　　の　　要　　旨

　レニンは生体内の血圧調節に重要な役割を演じている酵素である。その分子量は約4万である。

その4万レニンの他に分子量の大きなレニン（高分子型レニン）が存在することが約10年前に豚腎

臓において示唆された。本論文ではその様な高分子型レニンが脳卒中易発，高血圧ラットの血中に

分泌されていることを明らかにしている。そしてその高分子型レニンは4万レニンとレニン結合タ

ンパク質（RBP）の複合体で血申へは別々に分泌されている可能一性を示している。さらにその様な

高分子型レニンが成熟したアルビノマウスの顎下腺中に存在することを沈降平衡法で実証している。

そしてその高分子型レニンが4万レニンとRBPから形成されていることを高分子型レニン画分よ

り4万レニンとRBPをそれぞれ純化し，さらに高分子型レニンを再形成させることにより証明し

ている。又，そのRBPはレニン活性を阻害することも明らかにしている。以上の如く本論文は

RBPの研究ばかりでなくレニンの活性調節機構の研究に，基礎的ではあるが，大きな貢献をした

という点で高く評価できるものである。

　よって，著者は農学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものとみとめる。
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