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研究成果の概要（和文）： B型ナトリウム利尿ペプチド(BNP)、アドレノメデュリン(AM)、
細胞内シグナルである Rho-kinase について研究を行った。現在測定されている BNP は
BNP-32と proBNP-108の総和であり、分離測定するとさらに心不全の情報が増す可能性を
示した。AM は脂肪組織に高発現し、脂肪・糖代謝に関係している可能性を示した。

Rho-kinase阻害薬は種々の腎疾患モデルの治療に有用で、その分子機序を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the pathophysiological significance of B-type 
natriuretic peptide (BNP), adrenomedullin, and Rho-kinsae inhibitor.  
We found that current BNP assay kit measures not only BNP-32, but also proBNP-108 
and that measurement of both molecular forms provides more useful information in 
heart failure. We showed that AM mRNA is highly expressed in adipose tissue and that 
AM plays a role in lipid and glucose metabolism. Furthermore, we showed that 
Rho-kinase is activated in the kidney in renal disease and that Rho-kinase inhibitor is 
effective in treatment for various renal disease models via many mechanisms 
including inhibition of oxidative stress, inflammation, collagen production, etc. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）申請者は 1993 年のアドレノメデュリ
ン（以下 AM）の発見以来、AM が心臓など循
環系の臓器に豊富に発現していることに注
目し、循環器疾患に着目して研究を進めてき
た。AM が心不全を中心とした循環器疾患の病
態に対して血中、局所で増加し、病態を代償
しているペプチドであるという結果を報告
してきた。これまでの我々の成績を含めた研
究結果から、AM は重症高血圧、心不全・心肥
大などの病態において心臓、腎臓などの組織
や血中で増加し、生体内で病態を代償する方
向で働いているペプチドと考えられる。この
仮説は他の研究室からのノックアウトマウ
スを用いた成績や、AM を循環器疾患のモデル
に遺伝子治療した成績からも支持されてき
た。我々も AM ノックアウトマウスとレニン
トランシジーンマウスを掛け合わせた成績
から AM が腎保護、心保護に働く因子である
ことを確認した。これらの事から AM そのも
のを治療薬として使用できる可能性が示唆
された。事実 AM を重症高血圧ラットモデル
や心不全モデルに慢性投与すると、AM は血圧
非依存性に腎障害を軽減し、心不全も改善す
ることが明らかとなった。そこで、AM を心不
全患者に短時間投与すると、血行動態やホル
モン等が改善する事を示した。以上から急性
心不全に長時間投与し、その効果を検討する
事を試みた。 
（２）我々は肥満を伴う高血圧症例で血中 AM
濃度が高く、減量とともに AM は低下し、脂
肪細胞からの AM の分泌の可能性を臨床的に
示した。AM は脂肪細胞からも高発現すること
が他の研究室からも報告され、我々もこの事
実を確認していた。また脂肪細胞由来のペプ
チドは心血管疾患の発症に強く関係するこ
とが明らかとなっている。そこで本研究では
AM の脂肪細胞における新しい作用やその機
序を明らかにすることで、アディポリサーチ
領域における AM研究の新しい展開を試みた。 
（３）BNP に関しては現在心不全における生
化学マーカーとして世界的に普及し、臨床の
場で必須の検査になっている。申請者も 1990
年代初期からこの課題に取り組み、BNP が高
血圧性左室肥大のマーカーになること、肺高
血圧の右心機能のマーカーや予後推定に有
用であること、内因性の BNP が心肥大に対し
て抑制的に働くこと、心筋梗塞後のリモデリ
ングの指標になること、不整脈源性右室心筋
症の重症度の指標となること、非代償性心不
全に対する距離を示す指標となること、心筋
虚血で上昇すること、などを示してきた。BNP
は有用な指標であるが、ばらつきが多く，年
令や性の影響も受けることなど問題点もい
くつか有する。その理由として血中に様々な
BNP の分子型が存在していることが指摘され

ているが、未だ心房と心室に於ける分子型、
processing 様式、processing 酵素など、不
明な点も多い。そこで血中、心房、心室に於
ける BNP 分子の processing と病態に於ける
変化、また processing 酵素の意義について
検討し、BNP 分子型の測定や治療への応用な
どを検討することを試みた。 
（４）Rho-kinase と腎疾患については、2004
年に最初に報告した。その後も Rho-kinase
高血圧性腎障害との関係について検討し、腎
臓内における Rho-kinase 活性の増加とその
阻害薬が腎障害の改善に有効であることを
示して来た。その普遍性や機序についてはま
だ不明な点があり、これについても検討を行
った。 
 
２．研究の目的 
（１）実臨床の現場で AM が本当に急性心不
全の患者に有効か、どのような作用を有する
のかを検討した。 
（２）ラットで前駆脂肪細胞から成熟脂肪細
胞に分化誘導する系を構築し、この過程にお
ける AM やナトリウム利尿ペプチド受容体の
遺伝子発現、AM やナトリウム利尿ペプチド投
与の分化に与える影響、成熟脂肪細胞におけ
る脂質・糖代謝について検討した。 
（３）心不全患者、健常者における BNP の免
疫活性が示す意味や分子型、心不全の患者に
おける分子型のパターンと重症度が関係す
るのかを検討した。 
（４）Rho-kinase 阻害薬の効果の一因に NO
の遺伝子発現の増加が報告されている。そこ
で、L-NAME で NO を阻害した腎障害ラットモ
デルで Rho-kinase 阻害薬が有効かどうかど
うかを検討した。さらに、Rho-kinase 阻害薬
と ACE 阻害薬との追加併用効果についても検
討した。 
 
３．研究の方法 
（１）今回、ヒト急性心不全患者７例を対象
にスワンーガンツカテーテル挿入下に
AM+hANP を 12 時間投与し、その後 hANP を 12
時間投与にスイッチし、血行動態、ホルモン、
酸化ストレス指標等を経時的に測定し、その
変化について詳細に検討した。 
（２）ラット脂肪前駆細胞の培養系において、
脂肪細胞において AM の意義について検討す
るためにメディウム中の AM の分子型をイム
ノラジオメトリック法で測定した。また
RT-PCR 法にて脂肪細胞内の AM とその受容体
CRLR、RAMP2,3 の遺伝子発現について検討し
た。AM の生理的意義についてブドウ糖取り込
み促進作用や、脂肪分解作用を検討した。こ
の機序について、細胞内シグナルについても
検討した。心房性ナトリウム利尿ペプチド
（ANP）の脂肪細胞に対する作用についても



同様に検討した。 
（３）健常者、心房細動患者、心不全患者を
対象に血漿を抽出後、ゲル濾過し、各分画を
BNP キットで測定し、proBNP-108と BNP-32を
測定した。臨床指標との関係についても検討
した。剖検並びに手術時に採取した心筋、心
房組織を抽出後、上記と同様に BNP-32と
proBNP-108を測定した。 
（４）L-NAME 投与 SHR を用いて、Rho-kinase 
阻害薬を投与し、その腎保護効果について検
討した。またその機序についても、各種遺伝
子発現、酸化ストレス指標、組織学的検討等
を行った。また既に確立されている ACE 阻害
薬と Rho-kinase 阻害薬との腎臓線維化抑制
機序についても検討した。腎臓線維化モデル
は尿管結紮モデル(UUO)を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）AM+hANP は心拍出量を増加し、体血管
抵抗、肺血管抵抗を減少させた。また血中 BNP、
酸化ストレス指標の改善も認めた。ANP 単独
に切り替えると、上記の指標の悪化が認めら
れた。特に、AM を投与すると末梢血管抵抗低
下作用が強く、心拍出量増加作用が強かった。
尿量に関しては変化がなかった。以上の結果
から、AM+hANP は hANP 単独治療よりも有効で
ある可能性が示唆された。これらの結果から
心拍出量が低下し、末梢血管抵抗が増加した
重症例に、AM+hANP 投与は有効で、カテコラ
ミン投与を逃れる、もしくは量を減らせる事
が将来可能になる事が示唆される。今後
AM+hANP 投与は急性心不全の新しい治療法に
なることが期待される。 
（２）脂肪細胞は AM の活性型と非活性型の
両分子を分泌していたが、分化が進むと活性
型の分泌が増加した。AM の分泌量は今まで報
告されている細胞よりも多かった。RT-PCR 法
では脂肪細胞内の AM とその受容体 CRLR、
RAMP2,3 は脂肪細胞において高発現していた。
AM の生理的意義では AM はブドウ糖取り込み
促進作用や、脂肪分解作用を認めた。 
 AM の作用の細胞内シグナルについても検
討したところ、AM は細胞内 cAMP を用量依存
性に増加させ、ウエスタンブロット解析では
PKA、ERK、Akt のリン酸化も認めた。また AM
のブドウ糖取り込み作用は wortmannin で抑
制され、脂肪分解作用は KT-2735 もしくは
U0126 で抑制された。またイソプロテレノー
ルと AM は脂肪分解作用に対して相加的に働
き、max 濃度でも相加的であった。さらに脂
肪細胞の分化時に AM を添加すると、脂肪細
胞の分化は促進された。以上の結果から、脂
肪細胞は AM を活溌に分泌しており、AM は脂
肪分化、脂肪分解、ブドウ糖取り込み作用等
を有し、その細胞内機序は異なることが示唆
された。 
 脂肪細胞にはナトリウム利尿ペプチド受

容体 Aと C が高発現していた。脂肪細胞にお
いて ANP は cGMP を用量依存性に増やし、脂
肪分解作用を有し、PKG の拮抗薬で抑制され
た。一方 C 受容体のリガンドでは cAMP 低下
作用を有し、脂肪分解を抑制した。この作用
は Gi 蛋白の抑制薬で認められなくなった。
このように脂肪細胞において ANP は２つの受
容体を介して、別の細胞内機序で２方向性に
脂肪分解を調節していることが示された。 
（３）健常者、心房細動において proBNP-108
の占める割合は約 40~50％。一方、心不全患
者では proBNP-108 の占める割合は広く分布
していた。特に心室負荷症例で proBNP-108の
占める割合は高く、proBNP-108 の占める割合
と総 BNP 値は正相関した。心房組織では
BNP-32 が主要な分子型であったが、心室組織
では proBNP-108が主要な分子型であった。心
不全悪化時にBNP総量とともにproBNP-108の
締める割合も増加し、心不全が改善すると、
BNP 総量とともに proBNP-108の締める割合が
低下した。以上の結果から、ヒト血中には
BNP-32だけでなく、proBNP-108も多く含まれ、
この比率が増加する事は心室負荷の増加を
示し、心不全の質的なマーカーになる事が示
唆された。 
（４）L-NAME 投与 SHR では蛋白尿を認め,、
組織では腎障害も強く、TGF-β、collagen I、
collagen III、TNF-α、MCP-1 などの発現も
強く、尿中の cGMP は低かった。fasudil は腎
障害や、これらの指標をわずかに改善した。 
一方、L-NAME 投与後 fasudil の改善は概ね良
好であった。 
 UUO 群では腎臓の線維化とともに、酸化ス
トレスを示す DHE 陽性面積、筋線維芽細胞へ
の分化を示す alpha-smooth muscle actin 
(SMA)陽性面積、マクロファージ・単球の浸
潤を示す F4/80-陽性面積が増加し、TGF-β、
collagen I、collagen III、TNF-α、MCP-1
などの mRNA 発現の増加を伴っていた。
Imidapril と fasudil は腎臓の線維化を有意
に抑制し、上記の指標を抑制し、その効果は
ほぼ同様であった。Imidapril と fasudil の
併用では、さらに線維化が抑制され、DHE 陽
性面積、alpha-smooth muscle actin (SMA)
陽性面積、F4/80-陽性面積、TGF-β、collagen 
I、collagen III、TNF-α、MCP-1 の遺伝子発
現もさらに改善した。 
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