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論文内容要旨
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 1898年Tieger8七ed七により野性昇圧物質として発見されたreninけ,窪934年

 αOlαb■a七七が腎血管性高1血圧犬の作成に成功したことを契機に,改めてその高血圧の成因的意

ノ

 義をめぐり注目を集めた。PageやBrau.n-Menend.ezらはreninがそれ自体では昇圧活性

 をもたない酵素であり,昇圧活性を示すのはその騨素作用によって生成される乱ngio七en纏n

 であることを明らかにしたが,更にこのpe1)七ideのa■d.08terOne分泌刺激作用が解明され

 るに及び,これら一連の物質は生体のhOmeOs七a6i8に関与する調節系,即ちrenin一

 農ngio七ensin-al乱。就erong系(以下RAA系)として.その動態が追究されるように

 なった。他方,この間に臨床的研究も急速に進展し,原発性al己os七erOne症,腎血管性高血

 圧,悪性高垂む圧お・よびその他の続発性aldo8tθrone症の病態生理に対するRAA系の病因的

 関与が明らかにされ,これらの疾病の研究や臨床上,RAA系全体の正確な把握が重要視されるよ

 うにたった。その中で,血漿renin活性(以下PRA)の測定は比較的早期に実用化され,現在

 まで多数の方法が開発されている。その測定法の原理はangio七e豆sina8eを非働化した牛綻

 の条件下で一定量の血漿中のreninとrenin基質とを反応させ,一定時間内に生成される

 angio七en6inの生物学的活性を瑛足する方洪である。しかし,現行の測定法の中で,臨床的

 目的に適した標準的な方法は未だ存在していたい。そこで私はできるだけ自然に近い条件下で,正

 確に,しかも簡易に実施でき,感度が高ぐ,特に正常以下の低値も測定できるPRA測定法の確立

 を試みた。
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 (Ω試料の調整:ヘパリン加血液を遠沈し,分離した血漿をd.eepfree2Gr内に凍結保存し

 た。測定時には,血漿を溶解させ,その2.0～5.0擁を遠沈管(15薦)に採り,その1/10容

 量の1厘ace'じa七ebuffer(pH5.5)と.angio七enεina8e非働化のため2～ろ滴

 の6,7%e七五y・ユene(tiamille七etr乱ace七icacid(EDTA)と2～5滴の5%

 d.iisopropy■fluOrOphospha毛e(D.翌p),お・よび静菌剤として5%Frad一生Dmy砿n

 の1滴とを加え,4-2NHC“でpH5.5に調整した後,5Z5℃で16時間incuba七eした。
 (21抽出精製:illCuba七ion終了後,2容量の生食を加え,pH5.5に調整した後5～10分

 間煮沸し,冷却後遠沈して上清を分離した。沈澄には更に生食を加え,遠沈して上清を分離し,こ

 れらの上清を併せて2醤H連1で'やH1,0～1.5に調整し,Dowex50W×4(200-400
十

 mesh,H型)のガラスカラムで濾した。次いで,0,2Ma,ceta七ebuffer(pH6、0)で

 カラムをpH6.Dに平衡させ,5,0麗の水で洗滌した後,5,0滋の0.1NNaOHでangioten8in

 を溶出し,溶出液をpHZOに調整して,deepfreezer内に保存した。(31生物学的検定:

 溶出液中のangiOten8in量をPOn七〇barbital麻酔,a七rOpiU,he区a皿le七hOniUm

 bromido投与ラットに於ける昇圧反応により杉萌三した、)
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 方法に対する検討

 (IlRenin-renin基質反応に対するp二}L,EDTAおよびDFPの影響:血漿を種々のpH

 (4、5～714)に調整し,EDTA単独またはEDTAとDFPとを加えた陛)a,ng;上〇七en8in生
 成量とangioten8ina8eの非勧化率を検討したoAngiotensin生成量はpH5.5で

 EDTAとD翌Pとを加えた場合に最大であった。Angiotensina8eの非勧化痙は血漿に合

 成angDtensin(Hyper七〇nsin,25n伊/認)を加え』その回収率から算定比較したが,

 pH5、5でEDTAとDFPとを力口えた場合に最大(96%)であった。(21Angiotensin

 生成の時間的経過:angiotenstn生成量は経時的に増加し,incUbaUon中に起る活性

 低下は無視できる量(5%以下)であった。(31回収率と再現性:血漿に加えた合成angio七e五一

 ・日i豆の回収塾は84～98%(6例の平均92±5、5(SD)%)・同一血漿を5回測定した

 平均値は16.4±0.66(SD)n9/紹であった。(41測定法の特異性:本法で抽出された物質は

 chγ皿〇七ry」p8inとinCuba鉛すると容易に失活し,そのラットにお・ける昇圧反応曲線は合

 成angio七ensinのそれと同型であり,血漿中での生成条件はfenin-renin基質反応の生

 化学的性状に一致した。本法では血中のca七e曲01蹴ineやArneil因子は抽出されず,

 brad.ykinin榛活性は174%抽出されたが,ラットの血圧には影響しなかった。

 各種高血圧および正常人におけるPRA

 検索対象は普通食を摂り,未治療の各種高血圧例かよび正常対照例で,早朝臥位での末槽静脈血

 について測定した。PRAはincubα切.on中に生成されたangiotensinの量で表現した。
 正常人(50例)のPRAは5.0～1スOn乎乃氾¢血漿(平均Z9±4.7(SD)n9乃諺)。本態性
 高血圧21例中19例では正常範囲内(平均Z5n9。4磁)にあり,他の2例は軽度上昇を示した、〕

 腎血管性高血圧例中,片側腎動脈狭窄例6例では明らかな上昇(20・～84n9乃π召)を示し・ら・両側
 狭窄例1例では正常値を示し衆。大動脈縮窄例と悪性高圧血例では著明な上昇を示した。一一方,原
 発性al〔108七arono症(5例)では正常以下の低値であることが確認された。

渚 案

 1、血漿reni旦濃度の直接的測定法は現在実用化されてからず,renir・の酵素反応で生成される
 angiOten8inを測定する間接法が一般的である。しかし間接法にお・いては,現在方法論上以
 下の諸点が問題になっている。(隻〕間接法で測定感度を高めるためには,angio七ensina臼e
 の非働化が最も重要であるがρ現行の声注では必ずしも完全ではない。更にその操作はreIlin自
 体の反応に影響する可能性がある。(21PRAが血漿renj.n濃度を正確に反映するためには.
 reniuの酵素反応力轍反応で進むように充分量の基質が必要である。通常,血漿中には充分量の基
 質が含まれているが,肝硬変などで減少している場合には補充する必要がある。個その他,現行
 の測定法で実施上問題になる諸点について言及した。

 2.著者のPRA測定法の主な改良点は次の諸点である。(1)incubation時間を婬長ずる
 ことにより、測定に要する血漿量を節減し,a且gio七en8inの濃縮過程を省略した。
 (21EDTAとDFPとを血漿に直接添加し,透析操作を省略した。(31簡易な抽出精製操作によ
 彰生物学的検定に支障となるEDTAや他の生物活性物質を除去し,測定の特異性を向上させた。
 (41操作を簡略化すると共に,回収率を高め,再現性を保ち,高感度で正常値以下の低値をも測定
 可能にした。
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 ・P聖A測定法の改良を検討した。改良法は比較的簡易に実施でき臨床上有用と,思われる。
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 審査結果の要旨

 血漿re且in活性(以下PRA)の測定は,原発性ならびに続発性aldos七〇rOne症の・

 診断、ヒに重要な意義を有する。しかし現在行なわれているPRA測定法は,あるもの1ぽ感度が低

 ぐ,他のものは撮めて煩雑で,'いずれも実用上元難点が多い。そこで著者は,簡易に実施でき,

 しかも感度が為(,とぐに正常以下の低値をも正確に測定できるPRA測定法の開発を試みた。

 方法:!`王1壷2』～5.0"'4に,angio七en8ina6einhibi七〇rとしてethylenedi-

 a,mine'じe七raace七icacid一(EDTA)とdii30propylfluorophosphate

 (DFp),また静菌剤としてFradio;nyci11を加え,pH5.5,3Z5。Gで,16時間

 inCu!鳳毛eし,この問に生成された町ngiO七erl$inをDOwex-resinのcOlumnch-

 rOr臓tOgraphyにより精製した鋒,ラットにむける昇圧効果によ孕検定した。
 1この方法について検討した結果,〔1)angio七〇nsin生成量はPH5,5でEDTA

 とDFPとを力口えた場合に最大となり,arlg;io七ensinase…準画質ヒ率も≦茂菖(92±5.3

 (SD)%)であることを認めた』生成されたallgio七ensinは全操作を通じて安定iであり,

 +1空}な再現性を示した。(2広法で抽出精一製された物質の生成条件はrenin-renin基質反応の

 '1・イ1=≧紺勺性状に一致し,その活性は乱ngiotensinの生物学的・牛化生的性質に合致した。

 n本法により正常人かよぴ各種京巾1圧に赴ける臥位の末鱒静脈血PRAを測定した善果では,

 正,彊肉ば5.r〕一1ZOnに琢εで,虫螻性高血圧かよび慢性『糸球体腎炎や慢性腎不全例では,大部'

 分正常範囲にあり,腎血管性高血圧では,片健狭窄例で高値を,両側狭窄例で正常値を示し,大

 動脈縮窄や悪性高血圧例では著明な上昇を示した。これらに対して,原発性alこ08七erone

 症では正常以下の低値を示した。

 考按:1.血中renin濃度の測定は,直接法が未だ実用化されてむらず,invi七rOで

 reninの酵素反応により生成されるangiotensinを1則定する間接法が現在一般的である。

 後者でぱ方法論卜,PRAがf糞1中re絹.n濃慶を正確に反映するためには,an馨io七ensina-

 6eのき瀞h化,renin靖質量むよぴ反応条件についての検討が最も重要であ外更に実施上操
 作が簡便でかつ高感度で再現性に優れていることが望ましい。

 ni著者は従来の測定法を検討し,・次の諸点を改良した。(1〕inCubaUon.時間を延長する

 ことにより,lllll宝に要する1亀漿号を節減し,angio七ensi.nの濃縮操作を省略した。(2)angi-

 01二e聴inase士nhibitOrとしてE1)TAとDFPとを直接血漿に加え,透析操作を省

 略した。(3)簡易な抽出精製換作により,測定の特異性を向上させた。〔41再現性を保ち,高感度で

 正常以下の低位をも測定可能にした。

 以上,この論文はPRA測定法に検討を加え,比較的簡易に実施でき,高感度で,広範な臨床研

 研究上の目的に有用な方法を開発したもので,豪位に値するものと認める。
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