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心房性ナトリウム利尿ペプチド（ANP）は心房内圧
の上昇によって分泌が刺激されるため，犬において心疾
患の臨床マーカーとして利用される［1, 2］．しかし
ANPは血中での半減期が 10 分と非常に短く［3］，正確
な測定が困難であるという欠点がある．N末端プロ
ANP（NT-proANP）はプロホルモン（proANP）から
ANPが産生される際に切り離される 98 アミノ酸からな
るペプチドであり，ANPと等モルの分子が血中に分泌
される［4］．NT-proANPの血中半減期は 45 分と ANP

よりも長いため［3］，NT-proANPを測定することで
ANPの分泌量について，より安定して評価することが
可能である．実際に人において NT-proANPが心疾患
の診断に有用と報告されている［5］．
過去に犬において血中 NT-proANP濃度を測定した

研究はあるが［6-12］，いずれも人用の測定系を用いて
いる．しかし，人と犬における NT-proANPのアミノ
酸配列の相同性は 86.7％に過ぎず［13］，人用の測定系
では測定感度の不足により，犬では明らかに再現性が得
られない（未発表データ）ものがあるなど，問題があっ
た．そのため今回我々は，犬 NT-proANPを用いて開
発された犬特異的 NT-proANP ELISAキットの測定精

度について検討するとともに，正常な犬及び心疾患を持
つ犬において血中 NT-proANP濃度を測定した．

材 料 及 び 方 法

NT-proANPの測定には犬用 NT-proANP測定キッ
ト（イヌ NT-proANP ELISA KIT，㈱シバヤギ，群
馬）を用いた．このキットはペプチド合成した犬 NT-
proANPを標準物質とし，2種類の抗犬 NT-proANPモ
ノクローナル抗体を使用したサンドイッチ ELISAを用
いている．この ELISA測定系について，以下のような
アッセイ・バリデーションを実施した．同時再現性試験
では正常犬及び僧帽弁閉鎖不全症（MR）犬各 1検体に
おいて6測定を同時に行い，変動係数（CV）を算出した．
日差再現性試験では正常犬 1検体及びMR犬 2検体に
おいて 4回の測定を行い，CVを算出した．添加回収試
験では正常犬 2検体において 25，50，75pg/mlまたは
100，200，300pg/mlの犬 NT-proANPを添加した後
に NT-proANP濃度を測定して回収率を算出した．直
線性試験ではMR犬 2検体においてそれぞれ 4段階に
希釈し，NT-proANP濃度を測定した．検量線より定量
限界について，以下の式を用いて算出した．定量限界＝
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要　　　　　約

犬の血漿 N末端プロ心房性ナトリウム利尿ペプチド（NT-proANP）濃度測定 ELISAキットの測定精度を評価する
とともに，正常犬 23 頭，僧帽弁閉鎖不全症（MR）の犬 30 頭，フィラリア症の犬 4頭において血漿 NT-proANP濃度を
測定した．同時再現性及び日差再現性試験における変動係数はそれぞれ 2.0～2.5％及び 0.4～2.6％であり，添加回収
試験での回収率は 98～103％であった．希釈により良好な直線性が得られた．血漿 NT-proANP濃度は，MRの犬
（426.9±225.7pg/ml）及びフィラリア症の犬（753.3±321.7pg/ml）では，正常犬（73.9±22.4pg/ml）と比べて有意
に高値であった．本 NT-proANP濃度測定系は犬の心疾患の診断に有用である可能性がある．
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成　　　　　績

NT-proANPの平均濃度が 62.1 及び 311.0pg/mlの
2検体において，同時再現性試験の CV値はそれぞれ 2.0
及び 2.5％であった．NT-proANPの平均濃度が 91.7，
149.0 及び 309.0pg/mlの 3検体において，日差再現性
試験の CV値はそれぞれ 2.6，0.4 及び 2.0％であった．
NT-proANP濃度が 44.5 及び 77.8pg/mlの検体におい
てそれぞれ 25～75pg/ml及び 100～300pg/mlの NT-
proANPを添加したところ，それぞれ 97.6～99.2％及び
98.2～103％の回収率が得られた．直線性試験では，NT-
proANP濃度が 387pg/ml及び 117pg/mlの 2 検体に
おいて希釈により良好な直線性が得られた（y＝380.9x
＋0.49，R＝0.9999 及び y＝111.4x＋1.24，R＝0.9992）．
定量限界は 6.55pg/mlであった．
日内変動の評価では，8：00～20：00 の間に，統計学
的に有意な変動はみられなかった（図 1）．ただし他の
個体よりも血漿 NT-proANP濃度が高かった 1頭では
約 200pg/mlの変動がみられた．食前と食後の血漿
NT-proANP濃度に有意な差はみられなかった（それぞ
れ 86.1±29.5 及び 85.9±29.9pg/ml）．
血漿 NT-proANP濃度は，MR群（426.9±225.7pg/

ml）及びフィラリア症群（753.3±321.7pg/ml）では正
常群（73.9±22.4pg/ml）よりも高かった（P＜0.01）（図
2）．ROC解析を行ったところ，ROC曲線下面積は0.943
であった（図 3）．ROC曲線における左上隅からの距離
による方法では，カットオフ値は 95.6pg/ml，感度は
85.3％，特異度は 91.3％であり，Youden Indexによる
方法では，カットオフ値は 127pg/ml，感度は 82.4％，

10σ/S（ただしσ：レスポンスの標準偏差，S：検量線
の傾き）．
臨床的に健康な犬（正常群，23 頭）と，臨床症状，
身体検査，X線検査，超音波検査，フィラリア抗原検査
によりMR（MR群，30 頭）及びフィラリア症（フィ
ラリア症群，4頭）と診断された犬の血液を採取した．
International Small Animal Cardiac Hear t Council

（ISACHC）の分類［14］は，MR群ではクラスⅠが 1頭，
クラスⅡが 25 頭，クラスⅢ a及びⅢ bが各 2頭であり，
フィラリア症群ではクラスⅡが 4頭であった．日内変動
の評価では 5 頭の健康な犬を絶食し，8：00，12：00，
16：00，20：00 に採血した．食餌が NT-proANP濃度に
与える影響について評価するため，5頭の健康な犬にお
いて 15時間の絶食後及び給餌から 3時間後に採血した．
血液サンプルはアプロチニン加 EDTA採血管に入れ，
速やかに血漿を冷却遠心分離して NT-proANPの測定
まで－80℃で冷凍保存した．
測定値は平均値±標準偏差で示した．群間比較に関す
る解析及び ROC解析には Excel 2011 または R version 

3.0.2 を用いた．MR群，フィラリア群と正常群との測
定値の比較には一元配置分散分析及びダネット法を用い
た．日内変動の評価では二元配置分散分析を用いた．給
餌の影響の評価では一標本 t検定を用いた．ROC解析
ではMR群とフィラリア症群をあわせた心疾患群と，
正常群との鑑別について解析した．カットオフ値は，
ROC曲線における左上隅からの距離及び Youden 

Index［15］を基に算出し，感度及び特異度を算出した．
P＜0.05 を統計学的に有意と判定した．
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図 1　正常犬の血漿 NT-proANP濃度の日内変動
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図 2　正常犬，僧帽弁閉鎖不全症及びフィラリア症の犬の
血漿 NT-proANP濃度（＊：P＜0.01）
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［24］と報告されており，本研究における NT-proANP

測定は血漿 ANP濃度と同等もしくはそれ以上の診断精
度を有していると考えられた．
今回 NT-proANP濃度を測定した心疾患犬は大部分
が ISACHCクラスⅡに分類されたため，重症度と測定
値の相関については検討することができなかった．Bos-

woodらの報告［11］では血漿 proANP 31-67 と心疾患
の重症度には相関がみられなかった．しかし最近の報告
では血漿 ANP濃度が犬の心疾患の重症度と相関してお
り［24］，今回の測定系を用いた場合，血漿 NT-proANP

濃度が重症度評価に有用である可能性がある．今後，
様々な重症度の心疾患犬において血漿 NT-proANP濃
度を測定する必要がある．
以上より，犬特異的 NT-proANP ELISA測定系の測
定精度は良好であった．心疾患を有する犬では高い血漿
NT-proANP濃度がみられ，犬の心疾患のスクリーニン
グ検査として血漿 NT-proANP濃度測定が有用である
可能性が示唆された．心疾患の重症度判定及び治療効果
の評価については今後の検討が必要である．
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特異度は 100％であった．

考　　　　　察

本研究の犬 NT-proANP測定キットは非常に良好な
精度及び再現性を示し，添加回収試験及び直線性試験な
どからも，犬血漿における NT-proANP濃度測定系と
しての妥当性が証明された．
採血時刻や給餌によって，NT-proANP濃度に明らか
な変化はみられなかった．これは，日内変動は観察され
ないとする人［16, 17］及びヤギ［18］での報告と一致
する．
いっぽうラットでは夜間に血中 ANP濃度が高く［19, 
20］，人においても明け方に血中 ANP濃度がピークを
迎えるという報告がある［21-23］．このような日内変
動の原因として夜間の臥位（人）や飲水（ラット）など
が考察されている．本研究では夜間の血漿 NT-proANP

濃度を測定しておらず，夜間の変動については評価する
ことができなかった．しかし少なくとも日中の変動は少
なく，採血時刻が血漿 NT-proANP濃度に影響しない
ことが示唆された．ただし血漿 NT-proANP濃度が高
値を示した 1頭では若干の変動が観察されたことから，
血漿 NT-proANP濃度が高い個体においてはある程度
の日内変動が存在する可能性が否定できなかった．変動
の原因は不明であるが，人やラットと同様に姿勢や飲水
が影響している可能性も考えられた．
血漿 NT-proANP濃度はMR及びフィラリア症の犬

で著明に高値であり，血漿 NT-proANP濃度測定がこ
れらの心疾患の診断に有用であることが示唆された．血
漿 ANP濃度による心疾患（ISACHCクラスⅡ）の診断
では，感度83.6％，特異度86.8％，ROC曲線下面積0.93
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図 3　血漿 NT-proANP濃度を用いた心疾患犬（n＝34）
と正常犬（n＝23）の鑑別に関する ROC曲線
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ELISA Measurement of Plasma N-terminal Pro-Atrial Natriuretic Peptide  
Concentrations in Dogs
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SUMMARY

We have validated a sandwich ELISA for measuring canine plasma N-terminal pro-atrial natriuretic peptide 
(NT-proANP).  The intra-assay coef ficient of variation was 2.0～2.5%, and the inter-assay coef ficient of varia-
tion was 0.4～2.6%.  The spike and recover y test showed recover y rates ranging between 98% and 103%.  Good 
linearity was obser ved in the linearity experiment.  Plasma concentrations of NT-proANP were determined in 
normal dogs (n=23) and dogs with mitral regurgitation (n=30) or filariasis (n=4).  Plasma NT-proANP concentra-
tions in dogs with mitral regurgitation (426.9±225.7 pg/ml) and filariasis (753.3±321.7 pg/ml) were significant-
ly higher than those in normal dogs (73.9±22.4 pg/ml).  The present results suggest that the new ELISA for 
NT-proANP could be useful for diagnosing canine cardiac disease.
─ Key words : cardiac disease, dogs, NT-proANP.
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