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血漿からの抽出を必要としないDirect　radioimmunoassayによる

hANP測定の臨床的検討

第1編　心不全重症度評価の妥当性について

（平成2年9月27日受付）

（平成3年6月27日受理）

埼玉県立小児医療センター循環器科ぴ現

小川　　潔

星野　健司

荒　井

　
　
　
本

　
ホ却鱗
山

　
　
鯛

矯
簡
同
孝

烏山クリニック）

藤原　優子

英　明

key　words：心房性Na利尿ペプタイド，　hANP，　radioimmunoassay，心不全

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　旨

　血漿からの抽出操作を必要としないdirect　radioimmunoassayを用いてhANP濃度を測定し，小児

の正常値を検討するとともに各先天性心疾患に伴う心不全の重症度評価の妥当性について検討を加え

た．

　1ヵ月～15歳の健康小児における血中hANP濃度には年齢による差は認められず，小児期の正常値は

54．0±19．Opg／mlで，健康成人と同様であった．

　臨床的に高度の心不全を伴っていると考えられた総肺静脈還流異常症や大動脈縮窄複合では，血中

hANP濃度は著しい高値を示した．肺動脈弁狭窄や大動脈弁狭窄では，心不全を伴う重症例でのみ血中

hANP濃度は上昇していた．心室中隔欠損では，臨床的に心不全を伴うと思われる例で有意に高値を示

していた．ファロー四徴症では，術後有意に上昇していた．

　direct　radioimmunoassayにより測定した血中hANP濃度は，臨床的な心不全の重症度を良く反映し

ていた．しかも本法は，煩雑な血漿からの抽出操作を必要としないため，多検体を測定することが可能

であり，検体量も少なく，広く臨床の場で利用することができる有用な測定法であると考えられた．

　　　　　　　　　はじめに

　ヒト心房性ナトリウム利尿ペプタイド（human

Atrial　Natriuretic　Polypeptide，　hANP）は心房より

分泌されるホルモンで，Na利尿作用・平滑筋弛緩作

用・血管拡張作用などの生理作用を有する1）ことが注

目されている．循環器領域では心房負荷により高値を

示す2）ことから，心不全の指標としての臨床的意義が

検討されている．

　従来のRadioimmunoassay法（RIA法）では血漿中
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からの抽出操作が必要3）“’6）であり，広く臨床応用に供

するには煩雑であり7），抽出による誤差の出現などの

問題があった．著者らは血漿中からの抽出操作の不要

な直接法によるRIA法（direct　radioimmunoassay）

によって小児の血漿中のhANP測定を行ない，その有

用性と小児の年齢による正常値の差を検討した．

　　　　　　　　　対　　象

　対象は，新生児から15歳までの心疾患を持たない健

常小児105例と各種心疾患児151例である．健常小児群

は，機能性心雑音と診断された例や合併症を持たない

川崎病既往例である．心疾患群の内訳は，肺動脈弁狭

窄（PS）20例（1～15歳，6．1±4．6歳，平均±標準偏
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差），大動脈弁狭窄（AS）8例（22日～16歳，6．4±6．1

歳），大動脈縮窄複合（CoA）13例（0日～1ヵ月，

13．7±15．2日），総肺静脈還流異常（TAPVR）7例（4

日～1ヵ月，27．6±24．2日），動脈管開存（PDA）17例

（4ヵ月～16歳，4．1±5．0歳），心房中隔欠損（ASD）

38例（1～16歳，9．0±5．2歳），心室中隔欠損（VSD）

32例（25日～2歳，9．1±7．0月），ファロー四徴症

（TOF）16例（1～4歳，2．8±1．1歳）である．

　　　　　　　　　　方　　法

　hANPの測定には栄研化学社製human　ANP“栄

研”キットを用いて行なった．同キットは血漿からの

抽出操作の不要なRIAキットである．

　通常の末梢静脈からの採血操作により採取した検体

をすみやかに冷却遠心して血漿を分離し，一　30℃で保

存した．hANP測定の全行程は3日間を要し，まず血

漿0．1mlおよび標準hANP溶液0．1mlに抗hANPウ

サギ血清をO．Iml加え，4℃で24時間インキュベート

する．2日目にトレーサーとして1－125標準hANP溶

液0．lmlを加え，更に4℃で24時間インキュベートす

る．3日目に第2抗体として抗ウサギIgGヤギ血清

0．1mlを加え，4℃で30分インキュベート後，4℃，

3，000rpmで30分遠心分離し，上清をアスピレート除

去後，試験管内の放射能を測定した（図1）．

　平均値の統計学的有意差検定には，Student’s　t　test

を用いた．

SamPle　or　Standard

Anti－hANP　serum

100μ1
100μ1

↓　　　Incubation　for　24　hrs　at　4　°C

1251　－hANP 100μ1

C　　　Incubation　for　24　hrs　at　4　°C

Second　An七1body 100μ1

9　　1ncubation　for　30　mins　at　4　　°C

Centrlfuge　at　3000　rpm　for　30　mlns　at　4　　°C

u

O　　Discard　the　supernatant

↓

　　Count　the　precipitate

on　the　gamma　scintillation　counter

図1　hANP　assay　procedure

日小循誌　7（3），1991

　　　　　　　　　　結　　果

　1）健常小児群について（図2）

　健常小児群105例を年齢により5群に分類した．即

ち，A群：1ヵ月～1歳，17例，　B群：1～2歳，23

例，C群：3～5歳，16例，　D群：6～11歳，20例，　E

群：12～16歳，29例である．各群の血中hANP濃度は，

A群：58．2±20．2（平均値±標準偏差）pg／ml，　B群：

56．6±20．9pg／ml，　C群：58．0±24．3pg／ml，　D群：

49．0±18．2pg／ml，　E群：50．7±12．9pg／ml，全群では

54．0±19．Opg／mlであった．各群の間に有意差はな

かった．

　2）心疾患群について

　a）左一右短絡群について（図3）

　PDAでは，血中hANP濃度は32．9～479．0（156．7±

LANP
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図2　健常小児における血中hANP濃度，年齢差は認

　められなかった．
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図3　左右短絡群における血中hANP濃度
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図4　PDAにおける血中hANP濃度と肺体血流比の
　関係．有意な相関は認められなかった．

135．5）pg／mlであった．　ASDでは，
35．1～116．0（73．1±22．1）pg／mlで，38例中9例で血

中hANP濃度が100pg／ml以上を示していた．PDAで

は，血中hANP濃度とhANP採血の翌日行なった心

臓カテーテル検査により求めた肺／体血流比との間に

は有意な相関関係は得られなかった（図4）．

　VSD　32例を臨床的に心不全の有無により2群に分

類した．心不全は，①一1SD以上の体重増加不良，②

陥没呼吸などの呼吸困難，③明らかな肝脾腫，④心電

図や胸部X線上の心負荷・心拡大・肺うっ血のうちの

2項目以上が認められるものとした．

　心不全があると考えられる群22例では
49．7～493．0（233．6±187．2）pg／mlで，心不全がない

と考えられる群10例では37．9～96．5（67．7±16．3）pg／

mlであり，心不全があると考えられた群の方が有意に

高値を示した（p＜0．005）（図3）．

　b）他の心疾患について（図5）

　乳児期早期に重篤な心不全を呈し手術を行なう必要

のあったTAPVRとCoAにおける術前の血中
hANP濃度は，　TAPVRでは107．3～1，237．Opg／ml，

CoAでは393．7～12，800以上と極めて高い値を示し，

健常小児に比較して有意差を認めた（p＜0．005）．

　心室に対する圧負荷となるASおよびPSでは，　AS

が50．5～1，343．Opg／mlで，2例だけが1，000pg／ml以

上を示していたが，いずれも乳児期早期に重篤な心不

全を呈するいわゆるcritical　ASの症例であった．　PS

では9．9～429．4（84．2±92．3）pg／mlで，肺動脈右室

圧較差90mmHg以上の例では健常小児の平均値＋標

準偏差を超えていた（図6）．最大値を示した例は，乳

415－（61）
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図5　左右短絡群以外の先天性心疾患における血中

　hANP濃度

bANP
（P9！■11

　1000

500

200

100

50

　　

．　”　　．、　・

●

PS

■

50 ト100　　　PG　　　lmmHg］

図6　肺動脈弁狭窄における血中hANP濃度と肺動

　脈右室圧較差との関係．100mmHg以上の圧較差の

　ある例で血中hANP濃度は高値を示した．

児期にチアノーゼが出現して手術を必要とした重症例

であった．

　TOFでは，血中hANP濃度は心内修復術前66．2±

29．Opg／mlから術後332．5±191．2pg／m1に有意に増

加していた（p＜0．005）（図7）．

　　　　　　　　　　考　　案

　Kangawa，　MatsuoによりhANPはヒト心房より

分離精製され，3種類（α，β，γ）のペプチドの1次

構造まで解明された8）9）．さらにその生理作用について

も，Na利尿作用，血管拡張作用があり，レニソ・アソ
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図7　ファロー四徴症における心内修復術前後の血中

　hANP濃度

ジオテンシン・アルドステロン系やバソプレッシンと

も協調1°）しながら，血圧や体液量のホメオスタシスを

維持・コントP一ルする役割を持つことも明らかと

なった．心不全患者では，重症度に応じて心房圧が上

昇し血中hANP濃度が上昇11）するため，血中hANP

濃度が心不全重症度の指標となる12）13｝と考えられてい

る．しかし，血中hANP濃度の測定法は抽出操作を必

要とするため煩雑でありη，施設毎の基準値にも統一

されたものがなく，小児循環器領域における血行動態

との関連もまだ十分解明されていない．

　血中hANP濃度の測定法には，　Sagnella3），

Nakao4），　Ogawa5），　Naruse6）他様々な方法があるが，

現在統一された方法はない．主流はSep　pak　cartridge

を用いた抽出法であるが，回収率にバラツキが多いこ

とが問題である．例えばSagnella3）の方法では回収率

は83．9±8．3％である．さらに，測定に用いられる抗血

清の特異性による変動も加わる．このように測定法が

異なるために正常値も10以下3）から130pg／ml前後5｝6）

と様々であるが，20～50pg／ml程度とする報告が多

い．hANPが心不全重症度の指標として広く臨床に役

立つためには，簡便で正確な測定法の確立が望まれる．

　今回，著者らが血漿hANP濃度の測定に用いたキッ

トは，血漿中からの抽出操作の必要がなく，直接法で

hANPの定量が可能であるため，検査室においてルー

チンに多検体の測定が可能となる利点を持つ．また，

抽出操作を行なわないため検体量も約1／10ですむ点も

小児に有利である．非抽出法の場合は，血漿成分によ

る測定系への干渉によりしぽしば高値を示すことがあ

日本小児循環器学会雑誌　第7巻　第3号

るとされている．しかし，本キットによる血中hANP

濃度測定については既に，精度，再現性ともに優れる

ことが確認されている7）14）15），即ち，希釈曲線がほぼ原

点を通る直線となり，抽出操作後に測定した血漿

hANP値と良好な相関が認められている．問題は，心

不全の重症度評価として妥当であるかどうかというこ

とである．本キットから得られた正常値は54．0±19，0

pg／mlであるが，この値は他の測定法から得られた正

常値とほぼ同等である，新生児から学童まで年齢差は

認められなかった．乳児期に高値を示すとする報告も

あるが16）～18），新生児期から学童期まで年齢差はないと

する報告19）もあり，一定していない．各報告とも対象数

が限られているためと考えられ，新生児から1歳まで

はさらに詳細に検討する必要があると思われる．今回

の結果は，本キットによる健常成人の正常値57．1±2．8

pg／ml15｝とも差がなかった．

　各心疾患の血中hANP濃度を比較すると，臨床的に

高度の心不全を呈するTAPVRやCoAでは著しい高

値を示し，VSDでは心不全を合併する例で有意に高値

を呈していた．また，心室に対する圧負荷となるPSや

ASでは，臨床的に心不全があると考えられた重症例

では高値を示し，軽症から中等症例では正常範囲で

あった．TOFでは心内修復術後には右室切開や残遺症

による心不全を呈することが多いが，血中hANP濃度

も術前に比べ術後では有意に高値を示し，臨床的評価

とよく合致していた．こうした結果は他の報告16）17｝2°）

と同様であり，本法で測定した血中hANP濃度は各心

疾患において心不全の重症度を適切に反映しており，

心不全の重症度評価の良い指標になりうると考えられ

た．

　また，ASDでは一般に小児期には心不全を呈するこ

とは稀であるとされており，今回の検討でも血中

hANP濃度は多くは正常範囲であったが，高値を示す

症例もあり，潜在性心不全の存在が示唆された．血中

hANP濃度はこうした潜在性心不全の指標にもなり

うると考えられた．

　現在まで臨床的に容易に利用出来る定量的な心不全

の指標はなかったが，血中hANP濃度は心不全の重症

度評価としてきわめて有用であり，明らかな心房の圧

負荷・量負荷がみられる心不全例のみでなく，潜在的

な心負荷のある症例でも上昇しており，潜在性心不全

の指標にもなりうると考えられた．本キットによる測

定では，抗体の特異性という問題は解決していないが，

抽出操作が不要であるため測定が容易で，測定誤差が
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少なく，検体量が少量ですむという利点がある．心不

全の指標として臨床応用に広く供するためには有利な

点であると思われる．
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Clinical　Evaluation　of　a　Direct　Radioimmunoassay　Method　for　Plasma　Concentration　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Human　Atrial　Natriuretic　Polypeptide

　　　　　Part　1：The　Correlation　with　the　Severity　of　Congestive　Heart　Failure　in

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Children　with　Congenital　Heart　Disease

Kiyoshi　Ogawai｝，　Ichirou　Yano1），　Masako　Fujiwarai｝，　Kenji　Hoshinoi），

　　　　　Zuishou　Kan1｝，　Takashi　Arai2｝　and　Hideaki　Yamamoto2｝

Division　of　Cardiology1）　and　Radiology2），　Saitama　Children’s　Medical　Center

　　　The　plasma　concentration　of　immunoreactive　atrial　natriuretic　polypeptide（hANP）was　examined

by　direct　radioimmunoassay　method　in　105　healthy　children　and　151　children　with　congenital　heart

disease．

　　　The　plasma　hANP　levels　were　54．0±19．O　pg／ml　in　all　healthy　children．

　　　Significant　increases　in　the　plasma　hANP　level　were　found　in　patients　with　severe　congestive

heart　failure（CHF）due　to　total　anomalous　pulmonary　venous　return，　coarctation　complex　or　critical

aortic　stenosis．　The　plasma　hANP　levels　were　not　increased　in　patients　with　mild　pulmonary　stenosis

of　mild　aortic　stenosis．　In　the　children　with　ventricular　septal　defect，　those　with　CHF　showed　a

significantly　higher　hANP　level　than　without　CHF（p＜0．005）．

　　　The　plasma　hANP　levels　examined　by　direct　radioimmunoassay　method　were　well　correlated　with

the　clinical　severity　of　CHF．
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