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凡例 

 

ANP：心房性ナトリウム利尿ペプチド  

BNP：B 型ナトリウム利尿ペプチド 

NT-proANP：N 末端プロ心房性ナトリウム利尿ペプチド 

NT-proBNP：N 末端 proB 型ナトリウム利尿ペプチド 

E 波：僧帽弁拡張早期血流速度 

HCM：肥大型心筋症 

LA/Ao 比：左心房径/大動脈径比  

ROC：受信者動作特性 

CV 値：変動係数 
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緒言 

 

心筋症は様々な原因によって心筋の機能障害が現れる疾患であり、原因に基づいて

一次性心筋症と二次性心筋症に大別される [21,22]。一次性心筋症は原因が特定され

ておらず、いずれの先天的･後天的心疾患にも分類されない心筋異常と定義されてい

る。また、一次性心筋症は肥大型心筋症 (HCM)、拘束型心筋症、拡張型心筋症、不

整脈原性右室心筋症、未分類型心筋症の 5 つに分類されており、ネコでは HCM なら

びに拘束型心筋症の発生が多いと報告されている [55, 59]。ネコの HCM の原因とし

ては β ミオシン重鎖、トロポニン T、α トロポミオシンなど 7 種類の遺伝子の異常が

推測されているが、決定的な因子は明らかにされていない [37, 48]。一方、2 次性心

筋症は全身性疾患や代謝性疾患 (高血圧症や甲状腺機能亢進症など)、栄養性疾患 (タ

ウリン欠乏など)の結果として心筋障害が発生し、これらの原因が特定された場合に

分類される。HCM は心室壁の肥厚 (≧6.0 mm)と心室内腔の狭小化を伴い、低下した

心室拡張能を特徴とする心筋症である [25]。一方、拘束型心筋症の特徴は心室拡張容

積や心室壁厚、心筋の収縮能は概ね正常に保たれているが、拡張能が障害されており

心室への血液流入が障害されていることである [25]。これらの心筋症は進行すると心

不全による呼吸困難や血流停滞による大動脈血栓塞栓症を引き起こし [4,22,23]、中央

生存期間は心不全猫で 563 日、血栓塞栓症の猫では 184 日と報告されている [60]。こ

れらのことから、心不全を発症した心筋症猫の予後は比較的悪いことが伺える。 

一般的に、心筋症は心エコー図検査の M-mode 法を使用した壁厚の計測や、ドプラ

ー法を用いた僧帽弁血流速波形、組織ドプラー、2D ストレインなどから診断されて

いる。しかし、心エコー図検査には高額な機器が必要であり、高度な技術を要するた
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め、ネコにおける心筋症の早期診断は依然として困難であり、心不全を発症してから

診断されるケースも少なくない。従って、安価で簡便に心筋症を検出できる検査法の

確立が求められる。 

バイオマーカーとは血液や尿、漏出液などの液体中に含まれるタンパク質、ホルモ

ン、酵素等の物質を指す用語であり、アメリカ国立衛生研究所は「バイオマーカーと

は、通常の生物学的反応、病理学的反応、もしくは治療に対する薬理学的応答の指標

として、客観的に測定され評価される項目」と定義している。獣医療においても、血

糖値やクレアチニンを始めとし、様々なバイオマーカーが臨床現場で利用されている。

この中で、心臓バイオマーカーとは心臓で産生され、血中に分泌･放出される蛋白質

やホルモンを指し、近年では心房性ナトリウム利尿ペプチド (Atrial Natriuretic Peptide; 

ANP)や B 型ナトリウム利尿ペプチド (B-type Natriuretic Peptide; BNP)、心筋トロポニ

ンのアッセイ系が確立されている。ナトリウム利尿ペプチドは生理学的作用としてナ

トリウム利尿ならびに血管拡張作用を持つペプチドホルモンであり、ナトリウム利尿

ペプチドには 3 つのサブタイプ(ANP, BNP, CNP)が知られている [61]。この中で、ANP

は 28 アミノ酸からなり、主に心房筋の分泌顆粒にプレホルモンとして恒常的に貯蔵

されている。心房筋が伸展するとプレホルモンがプロセシングを受けて、生理活性を

持つ ANP と生理活性を持たない N 末端プロ心房性ナトリウム利尿ペプチド

(NT-proANP)が即座に血中に放出される [3, 43, 50, 61, 62]。血中の ANP はナトリウム

利尿ペプチド受容体に結合するとグアニルシクラーゼを介して cGMP が産生され、生

理作用を発現すると共に分解される [61]。ANP の血中半減期は 1~4 分と比較的早く、

動物種差はあまりないと報告されている [61, 65]。しかし、ネコにおける ANP アッセ

イ系の基礎的有用性は十分に明らかではなく、心筋症猫の診断を目的とした ANP ア
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ッセイは未だ確立されていない。 

過去の報告では、イヌの血中 ANP 濃度は急性容量負荷による肺動脈楔入圧の上昇

に一致して顕著に上昇し、肺動脈楔入圧と強く相関することが明らかになっている 

[31]。また、心房ペーシングによって誘発した急性心不全モデルの豚において、血中

ANP 濃度は左心房圧の急激な上昇に一致して増加し、ペーシング中止後の左心房圧の

低下に伴って減少することが示されている [58]。これらのことから、ANP は心不全

の病態の中でも左心房への負荷を強く反映する心臓バイオマーカーであると推察される。

近年ではヒトを始めイヌ・ネコにおいて、ANP や BNP の血中濃度が心不全の重症度

に関連して上昇しており [2, 54, 68]、僧帽弁閉鎖不全症犬の血中 ANP 濃度は左心房サ

イズと有意に相関することが報告されている [2, 34]。これらの結果は、血中 ANP 濃度の測

定は慢性心不全の診断や重症度評価に加えて、うっ血兆候 (左心房拡大)を知る手掛かり

になることを示唆している。しかし、心筋症が大多数を占めるネコにおいて、ANP の臨

床的意義(診断価値)は十分に解明されていない。 

本研究では、ネコにおける ANP アッセイ法の確立と心筋症猫の早期診断および重

症度評価を目的とした診断精度の解明を最終目標とし、以下に示す 3 つの研究を行っ

た。第 1 章では、ヒト ANP アッセイ系がネコ ANP の測定に応用可能かどうかを精査

するために、in vitro 試験を通して ANP アッセイ系の基礎的解析を行うと共に、ANP

の測定結果に影響を与える可能性のあるサンプルの採血方法や保存方法などの取扱

法について精査した。第 2 章では、血中 ANP 濃度に対する血行動態の影響を精査す

るために、全身麻酔下の健康猫の血圧と血中 ANP 濃度の関係を解析した。第 3 章で

は、心筋症猫において血中 ANP 濃度を測定し、ANP を用いた心筋症の診断ならびに

重症度評価の診断精度を解析した。  
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第 1 章 

ネコにおける血中心房性ナトリウム利尿ペプチドアッセイ系の基礎的解析 

 

1. はじめに 

心房性ナトリウム利尿ペプチド (ANP)は主に心房筋に発現しているペプチドホル

モンであり、ネコの心房筋で産生された後、血中に放出されるホルモンである [8, 9, 

61]。主な作用としては血管拡張およびナトリウム利尿、レニン-アンジオテンシン-

アルドステロン系の阻害などが知られている[8, 9, 61]。本ホルモンは単一の遺伝子が

preproANP と呼ばれる前駆体タンパク質をコードしている [9]。これはプロホルモン

であり、翻訳後はプロセシングを受けて proANP として心房筋細胞内の分泌顆粒に貯

蔵されている [41]。その後、心房壁の伸展刺激に応答して、proANP が生理活性を持

たない NT-proANP および生理活性を持つ C 末端断片の ANP に切断されて血中に放出

される [9,41, 61]。 

現在までに報告されているイヌ・ネコの心臓バイオマーカーには ANP、NT-proANP

および N 末端 proB 型ナトリウム利尿ペプチド (NT-proBNP)などが含まれ、イヌおよ

びネコの心疾患の診断に広く臨床応用されている [33, 53, 54, 57, 72, 73]。心疾患犬で

は血漿 ANP 濃度が増加しており、心不全の重症度および予後を反映することが知ら

れている [27, 28, 53, 57]。同様に、ネコでは血漿 ANP および NT-proANP 濃度が心筋

症の重症度に一致して増加している [33, 72, 73]。Zimmering らは、様々な心筋症猫を対

象に研究を行い、左心房拡大のみられる猫では血中 NT-proANP 濃度が上昇しており、うっ

血性心不全を発症している猫では血中 NT-proANP 濃度が顕著に上昇することを報告して

いる [72, 73]。さらに、ANP 分泌を刺激する様々な因子の中で、心房の伸展 (左心房の拡
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大)は主な要因であると推察される [2, 8, 9, 20, 31, 33, 61]。実際に、健康猫を用いた基

礎研究において、血中 ANP 濃度は急速輸液による左心房圧の上昇に一致して顕著に上

昇し、左心房圧と強く相関することが報告されている [33]。しかし、ネコにおける ANP

アッセイ系の基礎的有用性は不明であり、心筋症猫の診断を目的とした ANP アッセ

イは未だ確立されていない。 

臨床現場においてナトリウム利尿ペプチドを心不全の指標として使用する際に、血

漿サンプルの採取法、サンプルの保存温度および保存期間などの条件は測定値に影響

する可能性がある [16, 18]。これにはメタロプロテアーゼである neutral endopeptidase 

24.11 の作用が影響している可能性がある。Neutral endopeptidase 24.11 はナトリウム利

尿ペプチドを分解するが、この酵素を阻害すると ANP の分解が抑制されることが明

らかとなっている [15, 37, 67]。In vitro の研究では、プロテアーゼ阻害剤であるアプ

ロチニンを添加した血漿では ANP の減少を有意に阻害した [13]。このため、採取し

た血漿サンプルを測定のために外部の検査機関に送付する際には、アプロチニンを血

液サンプルに添加することが推奨されている。さらに、アプロチニン以外にも、血漿

サンプルの取り扱い方が ANP の測定結果に影響を及ぼす可能性があり、正確な ANP

測定結果を得るためにはサンプル処理に関する要因を明確にしておく必要がある。例

えば、イヌの血清 NT-proBNP 濃度は凍結すると増加したが、その後、室温で保存す

ると 24 時間後には有意に減少した [16]。また、ネコの血清サンプルを室温で保存し

た場合、プロテアーゼ阻害薬を添加した血漿サンプルに比べて NT-proBNP 濃度は 24

∼120 時間後まで継時的に有意に低下した [18]。これらのことは、心臓バイオマーカ

ーの測定結果はサンプル採取法および凍結温度・保存期間の影響を受けることを示唆

している。しかし、我々の知る限り、ネコの血漿サンプルにおいて ANP の保存安定
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性を調べた研究はこれまでに報告されていない。従って、第 1 章では in vitro 試験に

おいてネコ血漿 ANP のアッセイ系の信頼性を確認すると共に、保存安定性に関する

影響を様々な取り扱い条件下 (サンプル採取法、保存法および凍結温度)で評価した。
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2. 材料および方法 

1) 動物 

血漿 ANP 濃度の希釈試験を実施するために、血漿 ANP 濃度が高いと予測された猫

を用いた。猫は HCM の検査のために紹介来院した 17 歳のラグドール (体重 3.3kg、

雄)であった。血液サンプルの採取に際して、猫のオーナーにはインフォームドコン

セントを行い、了承を得た。 

また、血漿 ANP 濃度の保存安定性を評価するために、北里大学獣医学部で飼養管

理している健康な 5 頭の雑種猫 (雄 2 頭および雌 3 頭; 体重 2.5–5.0kg)を用いた。これ

らの供試猫は個別のケージで、自由飲水と市販のドライフードを与えて飼養管理して

いた。研究プロトコールは、北里大学獣医学部の動物実験･倫理委員会のガイドライ

ンに従って設計し、研究は同委員会の承認を得て実施した (承認番号 14-161)。 

 

2) プロトコール 

2.1) 希釈試験 

HCM 猫の頚静脈から静脈血を採取し、血液はアプロチニン採血管  (Neotube, 

EA0205-1, NIPRO, 東京, 日本)に分注した。採取した血液は直ちに 1,500×g で遠心分

離し、採取した血漿を直ちに-70℃で保存した。血漿および標準試薬は生理食塩水 

(0.9%NaCl)を用いて以下の通りに 2 倍階段希釈した；×1, ×2-1, ×2-2, ×2-3, ×2-4, ×2-4, ×2−5, 

×2−6, ×2−7。サンプル中の ANP の吸光度 (1 分当たりのカウント数)を求め、標準曲線

から血漿 ANP 濃度を計算した。 

 

2.2) 保存安定性の評価 
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保存安定性を評価するために以下に示す 2 つの実験を行った。室温での ANP の試

験管内安定性を評価するために、5 匹の健康な猫の頸静脈から静脈血 (6–8 mL)を採取

し、アプロチニン採血管 (Neotube, EA0205-1)およびプレーンチューブに全血を分注し

た。各チューブは直ちに遠心分離し、上清を 5 本のマイクロチューブに分注した (0.3–

0.4 mL/マイクロチューブ)。1 本目の上清 (血漿または血清)はベースライン (0 時間)

として直ちに-70℃で保存した。残りの 4本のチューブはそれぞれ室温 (27℃)で 1, 3, 6, 

12 時間静置した後、-70℃で保存した。その後、血漿 ANP 濃度は外部検査センターで

測定した (FUJIFILM Monolith, 東京, 日本)。 

次に、異なる保存温度が試験管内での ANP の安定性に影響することを評価するた

めに、上記と同様に猫から頚静脈穿刺によって 6–8 mL の血液を採取した。採取した

全血は直ちにアプロチニン採血管 (Neotube, EA0205-1)へ分注した。採血管は直ちに遠

心分離し、採取した血漿を 4 本のマイクロチューブ (0.3–0.4 mL/マイクロチューブ)

に分注した。一本目のマイクロチューブはベースライン (0 日目)として直ちに-70℃で

保存した。残りの 3 本のマイクロチューブはそれぞれ-70°で 1 日、7 日または 14 日間

保持した。同様の手技により、-20°または 4℃で保存したサンプルを用意した。その

後、血漿 ANP 濃度は外部検査センターで測定した (FUJIFILM Monolith)。採血の間隔

は少なくとも 7 日間を設け、無麻酔下で合計 3 回の採血を行った。 

 

3) ANP 濃度の測定 

血液サンプルはアプロチニン (1,000 kU)と EDTA-2Na (2.5 mg)を含む採血管に 2 mL

ずつ分注した。各管のアプロチニン濃度は 500 kU/mL に調整した。採取した血液は

1,500×g で遠心分離 (10 分間、4℃)した。収集した上清の血漿 ANP 濃度は外部検査セ
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ンターで測定した (FUJIFILM Monolith, 東京, 日本)。血漿 ANP 濃度はヒト α-ANP キ

ットを用いて、化学発光酵素免疫測定法によって測定した (Shionoria-ANP, Shionogi, 

大阪, 日本)。このアッセイは、ヒト C 末端 ANP 濃度を測定するために設計されたも

ので、マウス抗ヒト ANP モノクローナル抗体を使用している。全ての測定は 2 回実

施し、平均値を解析に用いた。各サンプルについて吸光度を求め、標準曲線から ANP

濃度を算出した。平均 ANP 濃度が 67.4 ± 1.0 pg/mL の時のアッセイ内変動係数 (CV

値)は 1.5%であり、83.6 ± 2.0 pg/mL の時のアッセイ間 CV 値は 2.5%であった。 

 

4) 統計分析 

データは平均値 ± 標準偏差として表記した。試験管内での保存安定性試験のため

に、各条件についてのベースライン値からの血漿 ANP 濃度の変化率を、一因子分散

分析を用いて解析した。同様に、2 元配置分散分析を使用して、血清とアプロチニン

血漿の継時的な ANP 濃度の変化率、および異なる保存温度 (-70℃、-20℃および 4℃)

間の ANP 濃度の継時的な変化率を解析した。ベースラインと各条件下での ANP 値の

有意差は、Tukey 多重比較検定で評価した。P < 0.05 の場合を有意差ありとした。
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3. 結果 

1) 希釈試験 

心不全を有する猫の血漿 ANP 濃度は 230 pg/mL であった。2 倍階段希釈した時の血

漿 ANP 濃度は、×2-1 で 113.6 pg/mL、×2-2 で 58.2 pg/mL、×2-3 で 30.0 pg/mL、×2-4 で 14.4 

pg/mL、×2-5 で 8.8 pg/mL、×2-6 で 7.2 pg/mL、×2-7 で 4.7 pg/mL となった。さらに、ネ

コ血漿サンプルとヒト ANP 標準試薬との間でパラレリズムが確認され、ヒト標準試

薬とネコ血漿サンプルにおいて吸光度は同じ傾きで変化した (図 1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. 2 倍階段希釈したヒト ANP 標準試薬 (●)とネコ血漿サンプル (○)のパラレリズ

ム 

血漿は肥大型心筋症の精査のために来院した 17 歳のラグドール (雄)からサンプリ

ングした。  
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2) 室温保存した血漿および血清サンプル中の ANP 濃度の変化 

アプロチニンを含まないネコの血液サンプル (血清)では、経時的に ANP 濃度の有

意な低下を示した (P <0.05)。血清 ANP 濃度のベースライン (0 時間)からの減少率は、

1, 3, 6, 12 時間後でそれぞれ 17.2 ± 1.3%、54.7 ± 5.8%、77.4 ± 11.9%、82.4 ± 13.6%であ

った (図 2)。一方、アプロチニンを含む血液サンプル (血漿)の ANP 濃度は継時的に

変化したが、ベースラインから僅かに減少しただけであった。血漿 ANP 濃度のベー

スライン (0 時間)からの減少率は、それぞれ 4.6 ± 2.2%、6.3 ± 2.2%、6.2 ± 3.4%、3.6 ± 

2.1%であった (図 2)。血清 ANP 濃度の減少率は、血漿 ANP 濃度の減少率より有意に

大きかった (P <0.001)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2. 室温保存した血漿および血清サンプル中のANP濃度の継時的変化率 

結果は平均値±標準偏差で示した。 

室温 (27℃)で血清(○)および血漿(●)サンプルを12時間静置した時のベースライン

値からのANP濃度の変化率を示した(n = 5)。* P < 0.05 vs ベースライン (0時間)
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3) 異なる温度で保存した時の血漿 ANP 濃度の変化 

-70℃で保存した血漿サンプルの ANP 濃度は、14 日後もベースライン (0 日目)と同

等であった (図 3)。同様に、-20℃で保存した血漿サンプルの ANP 濃度は、7 日後ま

でベースラインと同等であったが、14 日後にはベースライン値の 87.0 ± 1.3%に有意

に低下した (P < 0.01, 図 3)。一方、4℃で保存した血漿サンプルの ANP 濃度は、1 日

後にベースライン値の 93.3 ± 1.2%に減少し、7 日後および 14 日後にはそれぞれベー

スライン値の 57.6 ± 6.9%および 18.0 ± 3.0%に有意に低下した (P < 0.001, 図 3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図3. 異なる温度で保存した時の血漿ANP濃度の継時的変化率 

結果は平均値±標準偏差で示した。 

サンプルを4℃ (▲)、-20℃ (○)および-70℃ (●)で保存した時のベースライン値か

らの継時的な血漿ANP濃度の変化率を示した (n = 5)。 

† P < 0.01 vs ベースライン (0 日),* P < 0.001 vs 0 日.  
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4. 考察 

過去の研究では、ヒト ANP 抗体を使用してネコの血漿 ANP 濃度が測定されており、

ヒト ANP アッセイ系はネコ ANP 濃度の測定に利用できる可能性が示唆されている 

[33, 42]。また、ネコ ANP のアミノ酸配列は、ヒト、イヌ、ウシ、ウマの ANP と相同

性が高いことが報告されている (それぞれ 72%、76%、76%、および 80%の相同性) [9]。

これらのことから、ヒト ANP 抗体はネコ ANP に親和性を示すことが推察されるが、

ヒト ANP アッセイ系を応用したネコの ANP 測定に関する基礎的な情報はほとんどな

い。本研究では、マウス抗ヒト ANP モノクローナル抗体を用いた化学発光酵素免疫

測定法によりネコの ANP を測定した。アッセイ内およびアッセイ間 CV 値はそれぞ

れ 1.5%および 2.5%であり、さらに、ネコの血漿サンプルとヒト標準試薬との間でパ

ラレリズムが確認された。これらの結果は、マウス抗ヒト ANP モノクローナル抗体

がネコ ANP に対して親和性を有し、臨床応用が可能であることを示している。 

ANP 測定に使用される血液サンプルは、通常、プロテアーゼ阻害剤であるアプロチ

ニンを添加し、保存される。過去の研究において、アプロチニンを含まないヒト血漿

を室温で静置 (3 時間)すると血漿サンプル中の ANP 濃度は有意に低下したが、アプ

ロチニンを含む血漿サンプルでは低下しなかった [13]。同様に、アプロチニンはネコ

の血漿サンプル中のナトリウム利尿ペプチドの分解を抑制することが報告されてい

る [13, 18, 26]。Connolly らは、アプロチニンを含まないネコ血漿サンプルを室温で

48 時間静置すると NT-proBNP 濃度は低下したが、アプロチニンを添加することで

NT-proBNP 濃度の低下を有意に減少することを示している [18]。これにはナトリウム

利尿ペプチドを分解するメタロプロテアーゼ (neutral endopeptidase 24.11)の作用が影

響していると推察される [15, 37, 67]。しかし、アプロチニンが室温保存のネコ血漿サ
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ンプルにおいてANP濃度の安定性に影響するかどうかは不明であった。本研究では、

アプロチニンを含まない血清を室温で静置した場合、12 時間後には ANP 濃度が 80%

以上減少した。一方、アプロチニンを添加した血漿サンプルでは ANP の分解が有意

に抑制された。アプロチニンはプロテアーゼ阻害剤であり、neutral endopeptidase 24.11

の作用を阻害することで ANP の分解を抑制したと考えられる。これらの結果はネコ

の血漿 ANP 濃度を測定する際には、血液にアプロチニンをルーチンに添加する必要

があることを示唆している。 

さらに、臨床現場では血漿サンプルを測定に供するまでに冷蔵庫または冷凍庫で数

日間保存することがある。ヒト血漿を用いた研究では、血漿へのアプロチニンの添加

は-20℃で保存した血漿 BNP の分解を最大で 3 ヶ月間も抑制した [26]。一方、アプロ

チニンを添加していない血漿中の BNP 濃度は、-20℃で保存しても 1 日後には 70%以

上も減少し、2∼4 ヶ月後には 50%以上も減少することが明らかになっている [50]。し

かし、ネコ血漿サンプルにおける ANP の長期安定性に影響する保存条件はこれまで

解明されていない。我々の研究では、アプロチニンを添加した血漿サンプルを-70℃

で保存した場合には ANP 測定値は 14 日後にも有意な変化を示しておらず、-20℃で

保存した場合には 7 日間後まで有意な変化を示していなかった。一方、4℃で 7 日間

保存した血漿サンプルの ANP 測定値はベースライン値の 57.6%に低下していた。こ

れらのことから、ネコ血漿サンプルは直ちに-20℃以下で凍結し、採取後は 7 日以内

に測定することが推奨される。 

本研究にはいくつかの制約がある。他のペプチドホルモンや蛋白質、溶血や黄疸、

高脂血症などの ANP 測定値への影響は明らかになっていない。従って、ネコ ANP と

マウス抗ヒト ANP モノクローナル抗体との親和性に相互作用する未知の交絡因子が
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結果に影響する可能性がある。また、ネコの血漿 ANP 濃度は腎機能、血統、体重、

年齢、および性別などの他の要因によって変化する可能性がある。これらのことを精

査するために、更なる研究が必要である。 

我々の研究から、マウス抗ヒト ANP モノクローナル抗体がネコ ANP に対して親和

性を有することが明らかとなった。また、ネコ ANP を測定する際には採血時の血液

サンプルにアプロチニンの添加が必要であり、ネコの血漿サンプルは-20℃以下で直

ちに保存し、7 日以内に測定する必要のあることが明らかになった。これらの結果は、

心不全の猫を評価するために血漿 ANP 濃度を測定する場合は、血液サンプルの適切

な取扱いが重要な因子であることを示唆している。  
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5. 小括 

第 1 章ではヒト ANP アッセイ系を応用したネコ血漿 ANP 測定の信頼性を評価する

と共に、異なる取り扱い条件下における ANP の試験管内安定性を精査した。研究で

は健康な雑種の成猫 (5 頭)および HCM の猫 (1 頭)を対象とした。血漿 ANP 濃度は外

部検査センターで、化学発光酵素免疫測定法によって測定した。HCM 猫の血漿サン

プルを 2 倍階段希釈し、ヒト ANP 標準試薬とのパラレリズムを評価した。試験管内

安定性を精査するために、健康猫のアプロチニン血漿または血清を室温で 12 時間静

置した。同様に、血漿サンプルを-70℃、-20℃、または 4℃で 14 日間保存した。アッ

セイ内およびアッセイ間 CV 値は 1.5%および 2.5%であった。2 倍階段希釈した HCM

猫の血漿サンプルはヒト ANP 標準試薬と平行を示し、パラレリズムが確認された。

室温で 12 時間静置したサンプルでは血清 ANP 濃度が 82.4 ± 13.6%も減少したが、ア

プロチニン血漿では ANP の減少は有意に抑制された。また、血漿 ANP 濃度は-20℃

では 7 日間、-70℃では 14 日間安定していたが、-20℃では 14 日後に 87.0 ± 1.3%に低

下し、4℃では 14 日後に 18.0 ± 3.0%に著しく低下した。これらの結果は、血液サンプ

ルにはアプロチニンをルーチンに添加すべきであり、血漿サンプルを直ちに凍結すべ

きであることを示唆している。  
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第 2 章 

血行動態がネコ血漿 ANP 濃度に与える影響 

 

1. はじめに 

ANP はうっ血性心不全に伴う左心房の伸展刺激に反応して血中へ分泌されるホル

モンである。実際に、健康猫を用いた基礎研究において、血中 ANP 濃度は急速輸液

による左心房圧の上昇に一致して顕著に上昇し、左心房圧と強く相関することが報告

されている [33]。また、ヒトの心不全患者においても、血中 ANP 濃度は左心房圧の

上昇と一致しているが、BNP は左心室拡張末期圧の上昇と一致していることが報告さ

れている [71]。従って、ANP の主な分泌刺激は左心房の拡大であると考えられる。 

この他にも、心臓バイオマーカーは腎機能や血圧など様々な生理学的要因の影響を

受けることが示唆されている [11, 40]。例えば、Lalor らは重度な慢性腎疾患猫では健

康猫よりも NT-proANP や NT-proBNP の血漿濃度が高値を示すことを報告している 

[40]。同様に、心疾患犬の血中 NT-proBNP 濃度は血中クレアチニン濃度と有意な相関

を示し、腎機能の影響を受けることが報告されている [11]。これらのことから、心不

全以外にも血中ANP濃度の調整に影響する因子が存在している可能性がある。特に、

ネコは非常に神経質な動物であることは広く知られており、健康猫を用いた研究にお

いて、動物病院で計測した収縮期血圧は自宅と比べて 17.6 mmHgも上昇している [6]。

また、高血圧症の猫では血中 NT-proBNP 濃度が著増していることが報告されている 

[40]。これらのことから、ネコの動脈圧は血漿 ANP 濃度に影響する一因であると推察

される。しかし、これまでにネコの血行動態と血漿 ANP 濃度の関係を精査した報告

はない。従って、第 2 章では健康猫を用いて全身麻酔を行い、麻酔前後での血漿 ANP
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濃度と全身血圧の関係を精査した。  
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2. 材料および方法 

1) 動物 

麻酔前後における血漿 ANP 濃度の変化を評価するために、北里大学獣医学部で飼

養管理している健康な 5頭の雑種猫 (雄 2頭および雌 3頭; 体重 2.5–5.0 kg)を用いた。

これらの猫は個別のケージで飼育され、自由飲水と市販のドライフードを与えて飼育

していた。研究プロトコールは、北里大学獣医学部の動物実験･倫理委員会のガイド

ラインに従って設計し、研究は同委員会の承認を得て実施した (承認番号 14-161)。 

 

2) プロトコール 

血漿 ANP 濃度に対する全身麻酔の影響を評価するために、供試猫に全身麻酔を実

施し、鎮静前と全身麻酔の 30 分後に採血を実施した。本研究は第 1 章で行った研究

の約 4 週間後に実施した。猫はブトルファノール酒石酸塩 (0.2 mg/kg、IV)で鎮静した

後、プロポフォール (6 mg/kg、IV)により麻酔誘導し、気管内挿管して右側横臥位に

保定した。麻酔は 2.0%イソフルランと酸素で維持し、自発呼吸を維持した。心拍数、

呼吸数、パルスオキシメトリーで測定した酸素飽和度と終末呼気二酸化炭素濃度をモ

ニターした (COLIN BP-608, COLIN, 東京, 日本)。収縮期血圧、平均血圧、拡張期血

圧はオシロメトリック法とフォトプレチィスモグラフィ法 (光電脈波)を併用した血

圧測定機を用いて測定した (BP-100, FUKUDA M-E, 東京, 日本)。血圧測定時は猫を

右側横臥位に保定し、前肢の前腕部にカフを設置した。 

 

3) 血漿 ANP 濃度の測定 

血液は頸静脈から採取し、血液サンプルはアプロチニン (1,000 kU)を含む採血管 
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(Neotube, EA0205-1)に 2 mL ずつ分注した。各管のアプロチニン濃度は 500 kU/mL に

調整した。採取した血液は直ちに 1,500×g で遠心分離 (10 分間、4℃)し、血漿をマイ

クロチューブに分注した。血漿 ANP 濃度は外部検査センターで測定した (FUJIFILM 

Monolith)。血漿 ANP 濃度はヒト α-ANP キットを用いて、化学発光酵素免疫測定法に

よって測定した (Shionoria-ANP)。全ての測定は 2 回実施し、平均値を解析に用いた。

各サンプルについて吸光度を求め、標準曲線から ANP 濃度を算出した。 

  

4) 統計分析 

データは平均値 ± 標準偏差として表記した。paired t 検定を使用して、麻酔前およ

び麻酔中に測定した血漿 ANP 濃度および他の血行動態に関するパラメーターを比較

した。回帰式と相関係数 (r)を計算し、麻酔前と麻酔中の両方で得られた血漿 ANP 濃

度と血行動態に関するパラメーターとの相関性を解析した。 P < 0.05 の場合を有意差

ありとした。  
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3. 結果 

麻酔前後における血行動態の変化を図 4 に示した。心拍数は麻酔前に比べて、全身

麻酔の 30 分後には有意に低下した (麻酔前: 191 ± 28 bpm vs 麻酔後: 154 ± 18 bpm, P 

< 0.05)。同様に、収縮期血圧 (144 ± 26 mmHg vs 83 ± 6 mmHg, P < 0.001)、平均血圧 

(116 ± 28 mmHg vs 59 ± 8 mmHg,P < 0.001)、拡張期血圧 (95 ± 30 mmHg vs 45 ± 8 

mmHg,P < 0.01)が有意に低下した。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図4. 麻酔前後における血行動態の変化 

結果は平均値±標準偏差で示した。 

図はそれぞれ心拍数(A)、収縮期血圧(B)、平均血圧(C)、拡張期血圧(D)を示してい

る (n = 5)。* P < 0.05 vs 麻酔前, † P < 0.01 vs 麻酔前, ‡ P < 0.001 vs 麻酔前. 
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麻酔前の血漿 ANP 濃度は 76.9 ± 59.9 pg/mL であったが、全身麻酔によって急速か

つ有意に 40.3 ± 30.6 pg/mL まで減少した (P< 0.05, 図 5)。また、血漿 ANP 濃度は収

縮期血圧 (r = 0.59, r2 = 0.35, P = 0.025)ならびに平均血圧 (r = 0.56, r2 = 0.31, P = 

0.038) と有意に相関していたが、心拍数 (r = 0.50, r2 = 0.25, P = 0.066)および拡張期

血圧 (r = 0.49, r2 = 0.24, P = 0.073)との相関性は認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図5. 麻酔前後の全身血圧が健康猫の血漿ANP濃度に及ぼす影響 

結果は平均値±標準偏差で示した (n = 5)。 

ANP; 心房性ナトリウム利尿ペプチド。* P < 0.05 vs 麻酔前. 
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4. 考察 

本研究で麻酔薬として使用したプロポフォールやイソフルレンは血行動態へ影響

することが知られている[14]。プロポフォールが血圧を低下させる機序には静脈の拡

張や交感神経系の抑制などが考えられている。例えば、プロポフォールはイヌの静脈

を拡張させることや [5]、ラットの静脈の血管平滑筋を弛緩させることが報告されて

いる [7]。また、プロポフォールがラットの交感神経系を抑制する結果として、血管

内容量が増加することも知られている [30]。実際に、ネコでもプロポフォールによっ

て動脈圧が低下する [1]。加えて、イソフルレンはハロゲン化エーテル系の吸入麻酔

薬であり、用量依存性にイヌの動脈圧を低下させることや、末梢血管抵抗を減少させ

ることが知られている [47, 52]。また、イソフルレンはネコの心拍数や収縮期血圧を

低下させる [56]。本研究ではプロポフォールで麻酔導入し、イソフルレンで麻酔維持

した結果、麻酔前と比べて麻酔後の心拍数および動脈圧が有意な低下を示し、過去の

報告と一致した変化を示した。本研究では、全身麻酔を用いることで様々な外的要因 

(緊張や興奮、測定手技、体動など)を最小限にして、血行動態と血中 ANP 濃度の関係

を解析することが可能となった。 

本研究では血行動態の指標として、オシロメトリック法とフォトプレチィスモグラ

フィ法 (光電脈波)を併用した血圧測定機 (BP100D)を用いて非観血的血圧を測定した。

心臓から血液が駆出されると動脈内圧に変化が生じ、この圧変動は末梢動脈に伝達さ

れる。これを脈波といい、脈波には圧脈波と容積脈波がある。圧脈波は心拍動に伴う

動脈内圧の変化を記録する方法であり、オシロメトリック法は圧脈波から血圧値を決

定している [36]。一方、容積脈波は心拍動に伴う血管容積の変化を記録する方法であ

り、フォトプレチィスモグラフィ法では容積脈波から血圧値を決定している。フォト
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プレチィスモグラフィ法は血液が周囲の組織よりもはるかに強く赤外線を吸収する

という特性を利用し、赤外線量の変化から皮下組織に分布する微小血管の容積変化を

記録して血圧値を決定している [36]。我々は過去に、麻酔下の猫において BP100D を

用いて記録した動脈圧が観血的血圧と高い相関性 (r = 0.88)を示し、平均誤差は小さ

い (3.4 mmHg)ことを明らかにしている [29]。このことから本研究では麻酔モニター

として BP100D を使用し、非観血的血圧を測定した。 

ANPは心房壁の伸展刺激に反応して心房筋から放出されるホルモンである [10, 20]。

過去の報告では、血漿 ANP 濃度は虚血性心疾患患者の肺動脈楔入圧と有意に相関し

ており [45]、イヌの肺動脈楔入圧およびネコの左心房圧とも相関することが知られて

いる [2, 33]。しかし、イヌ・ネコでは腎機能および全身血圧などのいくつかの因子が

血漿ナトリウム利尿ペプチド濃度に影響する可能性が示されている [11, 40, 49]。重度

の慢性腎疾患を有する猫では NT-proANP や NT-proBNP の血漿濃度は有意に上昇して

おり、血漿クレアチニン濃度と有意に相関していた [40]。また、高血圧症の猫では血

中 NT-proBNP 濃度が著増していることが報告されている [40]。本研究では、全身麻

酔によって血漿 ANP 濃度が有意に減少し、収縮期血圧ならびに平均血圧の低下と一

致していた。さらに、血漿 ANP 濃度は収縮期血圧ならびに平均血圧と有意な相関を

示した。これらのことから全身血圧はネコ血漿 ANP 濃度の調節に影響を与えている

可能性が示唆される。 

本研究にはいくつかの制約がある。本研究では健康猫を用いて研究を行ったが、心

不全猫では異なる反応を示す可能性がある。また、麻酔薬の直接的な薬理学的効果と

してネコの ANP 分泌に影響した可能性を否定することはできない。最後に、ネコの

血漿 ANP 濃度が腎機能や血統、体重、年齢および性別などの生理学的要因によって



28 
 

調節されるかどうかは不明である。従って、ネコの血漿 ANP 濃度に影響する要因を

解明するために、更なる研究が必要である。 

我々の研究から、ネコ血漿 ANP 濃度は動脈圧の影響を受けている可能性が明らか

になった。このことはネコの興奮状態が血中 ANP 濃度に影響することを示唆してい

る。心不全の猫を評価するために血漿 ANP 濃度を測定する場合は、可能な限り興奮

させず、落ち着いた状態で採血を行うことが重要である。  
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5. 小括 

第 2 章では全身血圧が血漿 ANP 濃度に及ぼす影響を評価した。研究では健康な雑

種の成猫(5 頭)を供試し、麻酔前および麻酔中に血漿サンプルを採取した。血液サン

プルはアプロチニンを含む採血管に分注し、血漿 ANP 濃度は外部検査センターで、

化学発光酵素免疫測定法によって測定した。麻酔中の血圧は非観血法を用いて測定し

た。麻酔前に比べて、全身麻酔の 30 分後には心拍数、収縮期血圧、平均血圧、拡張

期血圧は有意に低下した。同様に、血漿 ANP 濃度は麻酔によって有意に減少した (麻

酔前, 76.9 ± 59.9 pg/mL vs 麻酔中, 40.3 ± 30.6 pg/mL)。さらに、血漿 ANP 濃度は収縮期

血圧 (r = 0.59, r2 = 0.35, P = 0.025)ならびに平均血圧 (r = 0.56, r2 = 0.31, P = 0.038) と

有意に相関していた。これらの結果は、全身麻酔または全身血圧はネコの血漿 ANP

濃度に影響を与える可能性があることを示唆している。正確な ANP 測定値を得るた

めには鎮静剤や麻酔薬を使用せずに安静時の採血を実施すべきである。 
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第 3 章 

心房性ナトリウム利尿ペプチドを用いた心筋症猫の診断精度の解析 

 

1. はじめに 

一次性心筋症は機能的または病理学的異常に基づいて、HCM、拘束型心筋症、拡張

型心筋症、未分類型心筋症、および不整脈原性右室心筋症の5種類に分けられている。

これらのうち、ネコでは HCM および拘束型心筋症の罹患率が高く、臨床的に頻繁に

遭遇する心筋症である [21,22, 60]。さらに、進行した心筋症の猫はうっ血性心不全お

よび血栓塞栓症の発症リスクの高いことが報告されており、これらの猫の予後は不良

である [21,22, 60]。従って、心筋症猫の重症度を評価することは心不全治療薬の選択

や予後を予測する上で非常に重要なプロセスの 1 つである。しかし、心筋症猫の重症

度評価は胸部 X 線検査や心エコー図検査を用いた画像診断に依存しており、一般開業

医にとってはとても困難な作業であることが制約となっている。特に、心エコー図検

査は心筋症を診断するための最も一般的で確実な手法であるが、主な制約として比較

的高価な機器と専門的で高度な技術を必要とすることが挙げられる。従って、心筋症

は依然として見逃されていることが多く、早期発見のための検査法の確立が求められ

る。 

ナトリウム利尿ペプチドファミリーには ANP をはじめ、BNP および CNP が知られ

ており、獣医療では心疾患を診断するためのバイオマーカーとしてANPやNT-proANP、

NT-proBNP が利用されている。この中で、心筋症猫の NT-proANP や NT-proBNP の血

中濃度は健康猫に比較して有意に上昇しており [19, 25, 72]、血中 NT-proBNP 濃度は

HCM 猫の重症度評価に有用であることが示唆されている [19, 25]。同様に、心筋症の
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種類を問わず左心房拡大のみられる猫では血中NT-proANP濃度が上昇しており、うっ血性

心不全を発症している心筋症猫では血中 NT-proANP 濃度が顕著に上昇している [72, 73]。

これらの結果は ANP の測定が心筋症猫の診断や重症度評価に有用であることを示唆して

いる。 

ANP は心房筋において産生された後、プロホルモンとして貯蔵され、心房壁の伸張

に反応して 2 つのセグメントに切断される。プロホルモンは生物学的な活性を持たな

い NT-proANP および生物学的活性を持つ ANP に切断され、主に左心房から血液中に

放出される [61]。Biondo らは、心不全猫の心房筋では ANP 産生が上昇していること

を示している [8, 9]。また、肺動脈楔入圧および左心房圧の上昇はイヌおよびネコに

おける血漿 ANP 濃度の増加と一致しており、有意に相関している [32, 33]。これらの

ことから、血漿 ANP 濃度の測定は心筋症の猫を特定するために有用な検査であると

期待される。しかし、ネコにおいて血漿 ANP 濃度を臨床的に評価した研究は少なく 

[33, 42]、心筋症の重症度を特定するための ANP の診断精度や基準値は不明である。 

第 3 章では、心エコー図検査を用いて心筋症と診断した猫において、健康猫と心筋

症猫の血中 ANP 濃度を重症度毎に比較すると共に、心筋症の異なる重症度を特定す

るための血漿 ANP 濃度の診断精度を精査した。  
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2. 材料および方法 

1) 動物 

本研究は前向き多施設研究で実施した。2013 年 7 月から 2017 年 3 月の間に酪農学

園大学附属動物医療センターを含む全国の 10 施設 (平成動物病院、宮崎大学、エビ

ス動物病院、オノデラ動物病院、うえだ動物クリニック、かたぎ犬猫病院、上野の森

動物病院、ベイ動物病院、日本大学)に来院した猫 192 頭からデータを収集した。猫

のオーナーにはインフォームドコンセントを行い、試験参加への了承を得た。 

 

2) エントリー基準 

猫は静かな診察室で身体検査、心エコー図検査、血液採取を行い、検査時に鎮静剤

は使用しなかった。対照猫は健康診断の目的で獣医学生およびクライアントから募集

し、身体検査および心エコー図検査に基づいて心疾患のない事を確認した。また、心

筋症猫は心エコー図検査によって診断し、研究に供した。無症候性の心筋症猫はクラ

イアントの希望により各施設で健康診断を受け、心エコー図検査の結果に基づいて診

断された。液体貯留および血栓塞栓症を発症し、心エコー図検査で心臓の異常を認め

た猫は心不全猫と診断した。これらの猫は、初診時の臨床徴候に基づいて検査を実施

し、本研究に登録した。臨床的に、心筋症猫は高率に慢性腎疾患を合併していること

から、慢性腎疾患を併発している心筋症猫は本研究の対象とした。これらの対象猫は

過去の ANP の測定結果または心筋症の他の客観的検査の結果に基づいて、事前に選

択されていない。 

心筋症猫は左心房拡大を伴わない無症候群; 左心房拡大なし群、左心房拡大を伴う

無症候群; 左心房拡大あり群、心不全群の 3 群に分けた。心エコー図検査に基づいて
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左心房径大動脈径 (LA/Ao)比が >1.5 の猫は、左心房拡大とした [72]。うっ血性心不

全は呼吸困難に加えて胸部 X 線検査から肺水腫または胸水を認めた場合に診断した。

血栓塞栓症は急性の四肢不全麻痺に加え微弱または触知不能の脈拍、四肢のチアノー

ゼ、冷感などの臨床徴候を認め、超音波検査において動脈血流が消失している場合と

した [64]。 

 

3) 除外基準 

全身性高血圧 (収縮期血圧 ≧180 mmHg)の猫は除外した [12]。さらに、糖尿病お

よび甲状腺機能亢進症はヒトの血中 ANP 濃度に影響することが知られている [39, 

44]。ネコにおいて同様の結果は報告されていないが、血中 ANP 濃度に影響する可能

性を考慮して、糖尿病 (血糖値 ≧280 mg/dL)または甲状腺機能亢進症 (血清サイロキ

シン >5.0 μg/dL)の猫は除外した。 

 

4) 心エコー図検査 

経胸壁心エコー図検査は 7.5–12 MHz のプローブを備えた超音波検査装置を用いて

行った。左心房径/大動脈径(LA/Ao)比は過去の報告に示されているスウェーデン法に

よって測定した[73]。拡張末期心室中隔壁厚、左心室拡張末期径および拡張末期左心

室自由壁厚は B モード検査 (n = 28)または M モード検査 (n = 133)から計測した。M

モード検査は右傍胸骨短軸断面において実施した。僧帽弁血流速波形を記録するため

に左傍胸骨長軸断面においてパルスドプラー検査を実施した。僧帽弁尖の先端にサン

プルボリュームを設置し、僧帽弁拡張早期血流速度 (E 波)および心房収縮期血流速度

を測定した。全ての画像は各施設の 10 人の研究協力者によって解析された。 
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HCMは拡張末期の心室中隔壁厚または左心室自由壁厚が 6.0 mm以上である際に診

断した [22]。閉塞性 HCM は左心室肥大に加え、M モード検査において僧帽弁前尖の

収縮期前方運動が認められる場合、カラードプラー検査において僧帽弁逆流および左

室流出路の動的閉塞が認められる場合、または、連続波ドプラー検査において特徴的

な三日月波形を示す左室流出路の血流速度の増加が認められる場合とした [17]。拘束

型心筋症は著しい左心房拡大を伴うが、左心室内腔は比較的正常であり左心室壁厚が

正常な場合とした [21,22]。未分類心筋症は上記の心筋症の特徴に一致しないにも関

わらず、左心房の重度な拡大が認められる場合とした [21,22]。 

 

5) 血液生化学検査および ANP 測定 

対象猫の血液は初診時に頚静脈から採取した。血液はアプロチニン採血管 (ANP 測

定のため)とプレーンチューブ (他の生化学検査のため)に分注し、1,500×g で遠心分離

した (4℃、10 分間)。第 1 章の結果より、上清は 1 時間以内に-20℃で凍結保存し、3

日以内に凍結下で検査センターに送付した (FUJIFILM Monolith)。血糖値、クレアチ

ニン、尿素窒素および血清チロキシン濃度は検査センターで測定した (FUJIFILM 

Monolith)。血漿 ANP 濃度はヒト用の α-ANP (C 末端 ANP)測定試薬を用いた自動化化

学発光システムによって測定した (CL-JACK NX, Kyowa Medex, 東京, 日本)。全ての

アッセイは 2 回繰り返し、平均値を解析に使用した。本アッセイの測定範囲は 5–2,000 

pg/mL であった。統計分析のために、ANP アッセイの検出限界以下のデータは 5 pg/mL

とした。検査時のバイアスを回避するために、検査技師には猫の病歴および心エコー

図検査を含む検査結果を知らせていない。 
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6) 統計分析 

デ ー タ は 中 央 値  ( 四 分 位 範 囲 ) と し て 表 記 し た 。 デ ー タ の 正 規 性 は

Kolmogorov-Smirnov 検定を用いて評価した。2 群間のデータは Mann-Whitney U 検定

を用いて比較した。3 群以上のデータは Kruskal-Wallis 検定を用いて比較した。有意差

が認められた場合には、ポストホック分析として Dunn 試験を用いた。心筋症を検出

するための血漿 ANP 濃度の診断精度ならびにカットオフ値を求めるために

Receiver-operating characteristic (ROC)解析を行った。感度および特異度は統計ソフトを

用いて計算した (MedCalc version 12.2.1.0; MedCalc Software, Ostend, ベルギー)。P 値

が<0.05 の場合に有意差があるとみなした。  
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3. 結果 

試験中には 192 頭の猫が参加施設を受診し、検査を受けた。この内、糖尿病の 1 頭、

甲状腺機能亢進症の 4 頭、高血圧症の 2 頭を含む 7 頭の猫が除外された。残りの 185

頭の内、心筋症以外の心疾患のため 24 頭を除外した。結果として、対照猫の 78 頭と

心筋症猫の 83 頭を含む 161 頭の猫を本研究の供試猫とした。これらの対象猫におけ

る受診施設の内訳は酪農学園大学が 50 頭、平成動物病院が 31 頭、宮崎大学が 28 頭、

エビス動物病院が 16 頭、オノデラ動物病院が 12 頭、うえだ動物クリニックが 9 頭、

かたぎ犬猫病院が 5 頭、上野の森動物病院が 5 頭、ベイ動物病院が 3 頭、日本大学が

2 頭であった。 

対照群には 78 頭の猫 (雄 40 頭、雌 38 頭)が含まれ、年齢は 0.5–18.0 歳、体重は 2.1–

10.1 kg であった。心筋症群には 83 頭の猫 (雄 53 頭、雌 30 頭)が含まれ、年齢は 0.3–

22.0 歳、体重は 1.7–7.0 kg であった。対象猫の血統の中で最も多く認められたのはド

メスティック･ショートヘアーであった。本研究に含まれる猫の血統は表2に示した。 
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表 2 供試猫 (161 頭)における血統の内訳 

血統 対照群 心筋症群 

ドメスティック･ショートヘアー 57 42 

スコティッシュフォールド 2 15 

アメリカンショートヘア 5 6 

メインクーン 0 7 

ペルシャン 1 2 

ノルウェージャンフォレストキャット 2 4 

ラグドール 0 4 

ロシアンブルー 3 1 

シンガプーラ 3 0 

その他 5 2 
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これらの供試猫の内、34 頭は慢性腎疾患を合併しており、重症度は International 

Renal Interest Society ステージ≧II (クレアチニン濃度≧1.6 mg/dL) [35]であった。

International Renal Interest Society ステージ II (1.6–2.8 mg/dL)の猫は、対照群の 8 頭、左

心房拡大なし群の 5 頭、左心房拡大あり群の 8 頭、心不全群の 10 頭が含まれていた。

同様に、ステージ III (2.9–5.0 mg/dL)の猫は、左心房拡大あり群の 2 頭ならびに心不全

群の 1 頭が含まれていた。心筋症群には HCM の 38 頭、閉塞性 HCM の 21 頭、拘束

型心筋症の 13 頭および未分類型心筋症の 11 頭が含まれていた。心エコー図検査に基

づいた心筋症猫の重症度分類を表 3 に示した。心不全群には血栓塞栓症を発症した 7

頭、胸水を伴う 14 頭、心嚢液貯留を伴う 2 頭および肺水腫を発症した 8 頭の猫が含

まれていた。 

対象猫の身体検査所見、心エコー図検査、血中尿素窒素およびクレアチニン濃度の

結果を表 4 に示した。対照群と比較して、拡張末期心室中隔壁は左心房拡大あり群お

よび左心房拡大なし群において有意に肥厚していた。同様に、拡張末期左心室自由壁

は左心房拡大あり群および心不全群において有意に肥厚していた。対照群および左心

房拡大なし群と比較して、E 波速度は左心房拡大あり群および心不全群において有意

に高値であった。血漿尿素窒素濃度は対照群よりも心不全群で有意に高値であったが、

クレアチニン濃度に有意差は認められなかった。 
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表 3. 心筋症猫の心エコー図検査に基づいた重症度分類 

 
無症候性群 

心不全群
左心房拡大なし 左心房拡大あり 

肥大型心筋症 16 10 12 

閉塞性肥大型心筋症 11 9 1 

拘束型心筋症 1 4 8 

未分類型心筋症 2 3 6 
 

表 4. 各群における身体検査および心エコー図検査の結果 

 

データは中央値 (四分位範囲)として表記した。 

E 波; 僧帽弁拡張早期血流速度, IVSd; 拡張末期心室中隔壁厚, LA:Ao 比; 左心房径/大

動脈径比, LVIDd; 左心室拡張末期径, LVPWd; 拡張末期左心室自由壁厚 

* P < 0.05 vs 対照群; † P < 0.01 vs 対照群; ‡ P < 0.001 vs 対照群.  

 対照群 
無症候性群 

心不全群 
左心房拡大なし 左心房拡大あり 

n 数 78 30 26 27 

性別 (雄/雌) 40/38 18/12 16/10 19/8 

年齢 (y) 7.0 (3.0‒11.0) 8.0 (3.0‒10.4) 6.0 (3.0‒9.0) 11.1 (4.5‒13.5) 

体重 (kg) 4.2 (3.3‒5.0) 4.3 (3.6‒5.1) 4.5 (3.6‒5.4) 4.2 (3.0‒5.2) 

心拍数 (bpm) 182 (160‒210) 181 (179‒204) 189 (166‒207) 186 (177‒210) 

IVSd (mm) 4.3 (3.8‒5.0) 6.4 (5.1‒7.3)‡ 5.6 (4.8‒7.2)‡ 5.0 (4.0‒6.3) 

LVIDd (mm) 13.8 (12.6‒15.9) 13.3 (11.7‒15.5) 15.3 (13.2‒17.6) 14.5(12.7‒17.8) 

LVPWd (mm) 4.7 (4.0‒5.1) 5.3 (4.2‒6.2) 6.0 (4.6‒6.9)† 5.5 (4.3‒8.7)* 

LA/Ao 比 1.3 (1.2‒1.4) 1.2 (1.1‒1.3) 1.9 (1.7‒2.4) 2.3 (2.0‒2.7) 

E 波 (cm/s) 64.0 (54.4‒72.6) 68.8 (58.1‒87.4) 93.5 (68.4‒106.2)‡ 91.5 (73.4‒124.9)†

尿素窒素 (mg/dL) 26.3 (22.0‒29.0) 27.5 (23.0‒30.6) 26.0 (21.5‒32.5) 34.5 (27.8‒39.2)† 

クレアチニン (mg/dL) 1.4 (1.1‒1.5) 1.3 (1.2‒1.4) 1.5 (1.3‒1.8) 1.4 (1.0‒1.8) 
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対照群の血漿 ANP 濃度は左に偏った分布を示していた (低値に偏っていた) (図 6)。

血漿 ANP 濃度の中央値は 43.3 (四分位範囲、33.0–56.3) pg/mL であった。雄猫の血漿

ANP 濃度は、雌猫の血漿 ANP 濃度と同等であった。しかし、避妊雌の血中 ANP 濃度

は未避妊雌よりも有意に高値であった (図 7)。体重または年齢と血中 ANP 濃度の関

係において、体重および年齢が変化しても血中 ANP 濃度に有意な変化はみられなか

った (図 7)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6. 対照群 (n = 78)における血漿 ANP 濃度の分布 
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図 7. 対照群における血漿 ANP 濃度の比較 

データは中央値 (四分位範囲)として表記した。 

A) 血漿 ANP 濃度の性別による比較 

未去勢雄 (n = 23)、去勢雄 (n = 17)、未避妊雌 (n = 18)、避妊雌 (n = 20) 

‡ P < 0.001 vs 未避妊雌 

B) 血漿 ANP 濃度の体重による比較 

< 4.0 kg (n = 35)、4.1–5.0 kg (n = 23)、> 5.1 kg (n = 20) 

C) 血漿 ANP 濃度の年齢による比較 

< 5.0 y (n = 30)、5.1–10.0 y (n = 21)、> 10.1 y (n = 27) 
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対照群および左心房拡大なし群と比較して、血漿 ANP 濃度は左心房拡大あり群お

よび心不全群で有意に増加していた (図 8)。対照群の血漿 ANP 濃度は 43.3 (33.0–56.3) 

pg/mL であったが、左心房拡大なし群では 65.8 (42.2–92.7) pg/mL, 左心房拡大あり群

では 144.7 (58.0–264.6) pg/mL, 心不全群では 197.7 (143.9–471.4) pg/mL であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8. 対照群と心筋症群の血漿 ANP 濃度の比較 

データは中央値 (四分位範囲)として表記した。 

‡ P < 0.001 vs 対照群; § P < 0.05 vs 左心房拡大なし; # P < 0.001 vs 左心房拡大なし.
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心筋症猫の重症度を評価するための ROC 解析の結果を表 5 に示した。全ての心筋

症猫 (左心房拡大を伴わない猫を含む)を検出するための血漿 ANP 濃度のカットオフ

値は>77.5 pg/mL であり、感度は 66.3% [95%信頼区間: 0.56‒0.76]、特異度は 84.6% 

[0.75‒0.91]であった。左心房拡大を有する心筋症猫 (心不全を含む)を左心房拡大のな

い猫 (対照群ならび左心房拡大なし群を含む)から判別するための血漿 ANP 濃度のカ

ットオフ値は 110.9 pg/mL であり、中等度の感度 (73.6% [0.60‒0.84])と高い特異度 

(93.5% [0.87‒0.97])が認められた。さらに、全ての猫から心不全猫を区別するためのカ

ットオフ値は 118.6 pg/mL であり、良好な感度 (85.2% [0.68‒0.94])と特異度 (85.1% 

[0.78‒0.90])が認められた。ROC 曲線下面積は、それぞれ 0.80 [0.73‒0.86], 0.86 [0.80‒

0.91], 0.87 [0.81‒0.92]であった。 

 

表 5. 心筋症猫の重症度を評価するための ROC 解析の結果 
 

 
無徴候群 

心不全群 
左心房拡大なし 左心房拡大あり 

カットオフ値 (pg/mL) 77.5 110.9 118.6 

AUC [95% CI] 0.80 [0.73‒0.86] 0.86 [0.80‒0.91] 0.87 [0.81‒0.92]

感度 (%) [95% CI] 66.3 [0.56‒0.76] 73.6 [0.60‒0.84] 85.2 [0.68‒0.94]

特異度 (%) [95% CI] 84.6 [0.75‒0.91] 93.5 [0.87‒0.97] 85.1 [0.78‒0.90]
 

AUC; ROC 解析曲線下面積, CI; 信頼区間 
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拘束型心筋症および未分類型心筋症の猫を解析対象から除外した場合、心筋症猫

(左心房拡大を伴わない猫を含む)を検出するための血漿 ANP 濃度のカットオフ値は

>58.5 pg/mL であり、感度は 71.2% [95%信頼区間: 0.59‒0.81]、特異度は 76.9% [0.66‒

-0.85]であった。左心房拡大を有する心筋症猫 (心不全を含む)と左心房拡大のない猫 

(対照群ならび左心房拡大なし群を含む)を判別するための血漿 ANP 濃度のカットオ

フ値は 110.9 pg/mL であり、中等度の感度 (71.9% [0.88‒0.97])と高い特異度 (94.3% 

[0.87‒0.97])が認められた。さらに、全ての猫から心不全猫を判別するためのカットオ

フ値は 118.6 pg/mL であり、高い感度 (84.6% [0.58‒0.96])と高い特異度 (87.9% [0.81‒

0.93])が認められた。ROC 曲線下面積は、それぞれ 0.78 [0.70‒0.86]、0.87 [0.79‒0.84]、

および 0.87 [0.77-0.97]であった。  
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4. 考察 

ネコの心疾患において、HCM は最も遭遇頻度の高い疾患であり、57.5%を占めるこ

とが報告されている [21, 23]。本研究では、10 施設から心エコー図検査に基づいた心

筋症猫を収集し、83 頭の心筋症猫の中で 59 頭 (71.1%)は HCM が占めていた。過去の

報告に比べて我々の研究で HCM 猫の割合が高かった理由として、研究対象の母集団

が異なっている事や、心エコー図検査の精度が向上したことで従来は見逃されていた

閉塞性 HCM を診断できるようになったことが挙げられる。これらの猫は ANP の測定

結果や他の検査結果に基づいて選別しておらず、症例選別時のバイアスによる偏りと

は考えにくい。 

本研究では外部検査機関を利用して血漿 ANP 濃度を測定し、78 頭の対照猫におけ

る血漿 ANP 濃度の中央値は 43.3 (33.0–56.3) pg/mL であった。一方、過去の研究では、

健康猫の血漿 ANP 濃度の平均値は 18.5 pg/mL であったと報告されている [33]。我々

の結果が以前の結果よりも高値であった理由として、以前の研究では 5 匹の健康な猫

を対象としており、母集団の小さかったことが挙げられる。さらに、以前の報告では

ラジオイムノアッセイを用いており、本研究では化学発光酵素免疫測定法によって

ANP を測定していることから、研究間における ANP 測定方法の違いが結果に影響を

与えた可能性がある。 

本研究では、対照猫における年齢および体重は血漿 ANP 濃度に影響しなかった。

同様に、MacLean らは、HCM 猫の血中 NT-proANP 濃度は年齢または体重と相関しな

かったことを報告している [42]。また、本研究では血漿 ANP 濃度に雌雄間の性差は

認められなかったが、避妊雌の血漿 ANP 濃度は未避妊雌よりも高値であった。健康

犬を対象にした以前の研究では、雄の血中 NT-proANP と NT-proBNP 濃度は雌よりも
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有意に高値であることが示されている [63]。一方で、性別はイヌの NT-proANP なら

びに NT-proBNP 濃度に影響しないという報告もみられ [11]、性別が血漿 ANP 濃度に

及ぼす影響については統一見解が得られていない。これは研究間の母集団の違いを反

映している可能性がある。本研究は性別に加えて血統や年齢に大きな偏りが生じてい

るため、ネコの血漿 ANP 濃度に対する性別の影響を調べるためには更なる研究が必

要である。 

血漿 ANP および NT-proANP 濃度は心筋症猫において有意に増加していることが報

告されている [33, 72, 73]。Zimmering らは、心筋症の種類を問わず左心房拡大のみられ

る症例では血中 NT-proANP 濃度が上昇しており、うっ血性心不全を発症している心筋症猫

では血中 NT-proANP 濃度が顕著に上昇することを報告している [72, 73]。しかし、これら

の研究における心筋症猫の母集団は 32 匹または 51 匹と比較的小さく、左心房拡大を

伴う猫と正常左心房サイズの猫は区別されていない。一方、我々の研究は過去の研究

に比べてより多くの症例を対象とすることで、血漿 ANP 濃度の臨床的意義を詳細に

解析している。今回の研究では、左心房拡大を伴わない無症候性心筋症猫の血漿 ANP

濃度は対照猫と同等であったが、左心房拡大を伴う無症候性心筋症猫の血漿 ANP 濃

度は有意に上昇していることが明らかとなった。この結果の最も可能性の高い説明と

して、左心房の拡大は ANP 分泌を促す主な要因であることが挙げられる [20, 71]。実

際に、容量負荷をかけた猫においては血漿 ANP 濃度が即座に上昇し、血漿 ANP 濃度

は猫の左心房圧と強く相関していることが報告されている [33]。これは心筋症が左心

房の血液うっ滞を引き起こし、その結果として生じる左心房壁の伸展が ANP 分泌を

誘発するという現象を反映している。 

NT-proANP および NT-proBNP アッセイは心筋症猫の診断に有用であり、高い診断
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精度を示すことが報告されている [19, 24, 66, 72]。しかし、心筋症猫の重症度評価を目

的とした ANP アッセイの診断精度に関する報告はない。本研究では、全ての心筋症

猫と対照猫を鑑別するための血漿 ANP 濃度のカットオフ値は 77.5 pg/mL であり、こ

の時の感度は 66.3%と低かったが特異度は 84.6%と比較的良好な結果を示した。また、

心筋症と診断した 83 頭の中で 28 頭が 77.5 pg/mL 以下であったことから、血漿 ANP

濃度の測定は左心房拡大を示さない無症候性心筋症猫のスクリーニングには有用性

が低い可能性がある。対照的に、Zimmering らの報告では、心筋症の有無を診断するた

めの血中NT-proANP濃度の診断基準値は 517 fmol/mLであり、高い感度 (82%)と特異度 

(90%)を示し、ROC曲線下面積は0.93であった [72]。彼らの研究では無症候性猫が含ま

れていたものの、左心房拡大を伴う猫と正常な左心房サイズの猫は区別されていない。

また、NT-proANP の半減期は ANP の半減期よりも長いことが報告されており [61, 65]、

これらの違いが ROC 解析の結果に影響している可能性がある。 

我々の研究では、左心房拡大を有する心筋症猫を同定するための血漿 ANP 濃度の

カットオフ値は、心不全猫を同定するためのカットオフ値と同等であった。左心房拡

大を診断するためのカットオフ値は 110.9 pg/mL であり、中等度の感度 (73.6%)と高

い特異度 (93.5%)を示した。さらに、心不全を診断するためのカットオフ値は 118.6 

pg/mL であり、良好な感度 (85.2%)および特異度 (85.1%)を示した。これらの結果は

血漿 ANP 濃度が 110.9 pg/mL 以上の場合には、心筋症によって左心房拡大が引き起こ

されている可能性を示している。さらに、この知見は心筋症を疑う猫において心エコ

ー図検査の必要性を判断するために、他の臨床データと併せて ANP アッセイを用い

ることの重要性を示している。 

ANP に加えて、血中 NT-proBNP 濃度は正常猫よりも無症候性心筋症の猫で有意に
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高値を示すことが報告されている [19, 25, 66]。さらに、Fox らは ROC 解析に基づい

て NT-proBNP アッセイの診断精度を報告しており、無症候性心筋症を検出するため

の血漿 NT-proBNP 濃度のカットオフ値は>46 pmol/L であり、この時の感度は 85.8%、

特異度は 91.2%、ROC 曲線下面積は 0.92 であった [25]。彼らの研究では様々な心筋

症を含んでおり、左心房拡大の有無を区別した診断精度は明らかになっていない。一

方、我々の研究では、HCM 猫に限定した場合に全ての HCM 猫を検出するための血

漿 ANP 濃度のカットオフ値は>58.5 pg/mL であり、感度は 71.2%、特異度は 76.9%、

ROC 曲線下面積は 0.78 であった。さらに、左心房拡大を有する HCM 猫を判別する

ための血漿 ANP 濃度のカットオフ値は 110.9 pg/mL であり、感度は 71.9%、特異度は

94.3%、ROC 曲線下面積は 0.87 であった。NT-proBNP は主に心室筋から産生･分泌さ

れるため [61]、血中 NT-proBNP 濃度はネコの心室筋障害を密接に反映する可能性が

推察される。これらの研究は母集団が異なっているため、結果を直接比較することは

出来ないが、無症候性心筋症猫の診断精度は ANP よりも NT-proBNP の方が高い可能

性がある。従って、心筋症の猫における ANP と NT-proBNP の診断精度を比較するた

めの更なる研究が求められる。 

本研究には以下のような幾つかの制約が挙げられる。今回の研究では、左心室壁の

厚さを計測する際に異なる検査法 (M-モード検査と B-モード検査)が用いられている

ため、このことが検査結果に影響を与えた可能性がある。加えて、本研究には様々な

タイプの心筋症が含まれていたので、個々の心筋症では診断基準値が異なっている可

能性を否定できない。また、本研究には腎疾患を併発している 34 頭の猫が含まれて

いた。慢性腎疾患の猫においては、血漿中のクレアチニン濃度と NT-proANP 濃度が

有意に相関することが報告されており、正常猫と比較して重症例では両者の血中濃度
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が高いことが明らかになっている [40]。従って、腎機能が猫の血漿 ANP 濃度に影響

を与える可能性に注意するべきである。さらに、循環器薬は血漿 ANP 濃度に影響を

与える可能性があるが、我々は心筋症猫に処方されていた循環器薬を記録していない。

最後に、甲状腺機能亢進症、頻脈、および炎症性疾患は血漿 ANP または NT-proBNP

濃度の上昇と関連する可能性がある [46, 69, 70]。これらの疾患を併発している心筋症

猫では診断基準が変わる可能性がある。 

我々の研究から、ネコ血漿 ANP 濃度は心筋症の重症度を反映して上昇しているこ

とが明らかとなった。また、全ての心筋症猫と対照猫を鑑別するための血漿 ANP 濃

度のカットオフ値は 77.5 pg/mL であり、感度は 66.3%と低かったが特異度は 84.6%と

比較的良好な結果を示した。一方、左心房拡大を有する心筋症猫を同定するための血

漿 ANP 濃度のカットオフ値は、心不全猫を同定するためのカットオフ値と同等であ

り、良好な感度および特異度を示した。これらの結果は血漿 ANP 濃度が 110.9 pg/mL

以上の場合には心筋症を疑い、心エコー図検査を実施する必要性を示している。
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5. 小括 

心筋症の猫では血漿 ANP 濃度が上昇することが報告されているが、心筋症の重症

度を評価･予測するための血漿 ANP 濃度の基準値は知られていない。第 3 章では、血

漿 ANP 濃度を用いた心筋症猫における重症度評価の診断精度を精査した。本研究で

は、78 頭の非心疾患猫 (対照猫)および 83 頭の様々な心筋症を有する猫を対象とした。

対照猫は心エコー図検査を用いて心疾患に罹患していないことを確認した。心筋症猫

は心エコー図検査を用いて診断し、左心房拡大を伴わない無症候群; 左心房拡大なし、

左心房拡大を伴う無症候群; 左心房拡大あり、および心不全群に分けた。血漿 ANP

濃度は外部検査センターで、化学発光酵素免疫測定法によって測定した。対照群にお

ける血漿 ANP 濃度の中央値は 43.3 (四分位範囲、33.0-56.3) pg/mL であった。左心房

拡大あり群および心不全群の血漿 ANP 濃度は有意に高値を示したが、左心房拡大な

し群の血漿 ANP 濃度は対照群と同等であった。心筋症猫を対照猫と区別するための

血漿 ANP 濃度のカットオフは 77.5 pg/mL であり、感度は 66.3%、特異度は 84.6%で

あった。左心房拡大を有する心筋症猫を同定するための血漿 ANP 濃度のカットオフ

は 110.9 pg/mL であり、感度は 73.6%、特異度は 93.5%であった。AUC はそれぞれ 0.80

および 0.86 であった。血漿 ANP 濃度は心筋症の重症度に比例して増加していた。ANP

濃度の測定のみでは特定の心疾患を診断することは出来ないが、血漿 ANP 濃度は心

筋症の重症度評価に有用な付加的情報を提供できることが示唆された。 
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総括 

心臓バイオマーカーとは心臓で産生され、血中に分泌･放出される蛋白質やホルモ

ンを指し、獣医療では ANP、NT-proBNP、心筋トロポニンが臨床応用されている。こ

の中で、ANP は 28 アミノ酸からなり、主に心房筋の分泌顆粒にプレホルモンとして

恒常的に貯蔵されている。心房筋が伸展するとプレホルモンがプロセシングを受けて、

生理活性を持つANPと生理活性を持たないNT-proANPが即座に血中に放出される [3, 

43, 50, 61, 62]。過去の報告では、血中 ANP 濃度は左心房への負荷を強く反映する心

臓バイオマーカーであることが示されている [31]。例えば、僧帽弁閉鎖不全症犬の血

中 ANP 濃度は左心房サイズと有意に相関することが報告されている [2, 34]。また、

イヌ・ネコを対象にした臨床研究においては、血中 ANP 濃度の測定は慢性心不全の

診断や重症度評価に有用であることが明らかとなっている[2, 34, 54, 68]。ネコでは

HCM ならびに拘束型心筋症の発生が多く [55, 59]、これらの心筋症は心エコー図検査

を用いて検査･診断されている。しかし、心エコー図検査には高額な機器が必要であ

り、高度な技術を要するため、ネコにおける心筋症の早期診断は依然として困難であ

り、心不全を発症してから診断されるケースも少なくない。従って、安価で簡便に心

筋症を検出できる検査法の確立が求められるが、ネコにおける ANP アッセイ系の基

礎的有用性は不明であり、さらに、心筋症が大多数を占めるネコにおける ANP の臨

床的意義は十分に解明されていない。 

本研究では、ネコにおける ANP アッセイ系の確立と心筋症猫の早期診断および重

症度評価を目的とした診断精度の解明を最終目標とし、第 1 章では、ヒト ANP アッ

セイ系がネコ ANP の測定に応用可能かどうかを精査するために、in vitro 試験を通し

て ANP アッセイ系の基礎的解析を行った。また、サンプルの取扱法 (採血方法や保
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存方法など)と ANP の測定結果の関係について精査した。第 2 章では、血中 ANP 濃

度に対する血行動態の影響を精査するために、全身麻酔下の健康猫の血圧と血中 ANP

濃度の関係を解析した。第 3 章では、心筋症猫において血中 ANP 濃度を測定し、ANP

を用いた心筋症の診断ならびに重症度評価の診断精度を解析した。 

第 1 章ではネコ血漿を用いて ANP の希釈試験を実施すると共に、血漿 ANP 濃度の

保存安定性を評価した。希釈試験では心不全猫の静脈血からアプロチニン血漿を採取

し、生理食塩水を用いて 2 倍階段希釈した。血漿 ANP 濃度はヒト α-ANP キットを用

いて、化学発光酵素免疫測定法によって測定した。心不全猫の血漿 ANP 濃度は階段

希釈によって段階的に減少し、ヒト ANP 標準試薬との間でパラレリズムが確認され

た。次に、ANP の試験管内安定性を評価するために、健康猫の静脈血からアプロチニ

ン血漿および血清を採取し、室温 (27℃)で保存したサンプルにおける ANP 濃度の継

時的変化を評価した。血清 ANP 濃度は経時的に有意な低下を示し、12 時間後にはベ

ースライン値から約 80%も低下した。一方、血漿 ANP 濃度の減少率は 12 時間後まで

6%前後であり、血漿 ANP 濃度の減少率は血清サンプルと比較し有意に抑制されてい

た。最後に、サンプルの保存温度と ANP 測定値の関係を評価するために、健康猫の

アプロチニン血漿を異なる温度 (4℃, -20℃, -70°)で 14 日間保持した。-70℃で保存し

た血漿 ANP 濃度は、14 日後もベースライン (0 日目)と同等であった。-20℃で保存し

た血漿 ANP 濃度は、7 日後までベースラインと同等であったが、14 日後にはベース

ライン値の 87.0%に低下した。一方、4℃で保存した血漿 ANP 濃度は 1 日後にはベー

スライン値の 93.3%に減少し、7 日後に 57.6%、14 日後に 18.0%と、継日的に減少し

た。以上のことから、ネコ ANP を測定する際には採血時の血液サンプルにアプロチ

ニンの添加が必要であり、ネコの血漿サンプルは-20℃以下で直ちに保存し、7 日以内
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に測定する必要性が明らかになった。 

第 2 章では健康猫を用いて全身麻酔を行い、麻酔前後での血漿 ANP 濃度と全身血

圧の関係を精査した。健康な猫に全身麻酔を実施し、鎮静前と全身麻酔の 30 分後に

血漿 ANP 濃度を測定した。麻酔前に比べて、全身麻酔後には心拍数、収縮期血圧、

平均血圧、拡張期血圧が有意に低下した。同様に、麻酔前に比べて、全身麻酔後は急

速かつ有意に血漿 ANP 濃度が減少した。また、血漿 ANP 濃度は収縮期血圧 (r = 0.59)

ならびに平均血圧 (r = 0.56) と有意に相関していたが、心拍数 (r = 0.50)および拡張期

血圧 (r = 0.49)との相関性は認められなかった。この研究から、ネコ血漿 ANP 濃度は

動脈圧の影響を受けている可能性が明らかになり、ネコの興奮状態は血中 ANP 濃度

に影響することが推察される。 

第 3 章では、健康猫 (78 頭)と心筋症猫 (83 頭)の血中 ANP 濃度を重症度毎に比較

すると共に、心筋症の異なる重症度を特定するための血漿 ANP 濃度の診断精度を精

査した。心筋症猫は左心房拡大を伴わない無症候群; 左心房拡大なし、左心房拡大を

伴う無症候群; 左心房拡大あり、心不全群の猫 3 群に分けた。対照群の血漿 ANP 濃度

の中央値は 43.3 (四分位範囲、33.0–56.3) pg/mL であった。対照群および左心房拡大な

し群と比較して、血漿 ANP 濃度は左心房拡大あり群および心不全群で有意に増加し

ていた。ROC 解析では、心筋症猫を検出するための血漿 ANP 濃度のカットオフ値は

>77.5 pg/mL であり、感度は 66.3%、特異度は 84.6%であった。左心房拡大を有する心

筋症猫を識別するための血漿 ANP 濃度のカットオフ値は 110.9 pg/mL であり、中等度

の感度 (73.6%)と高い特異度 (93.5%)が認められた。さらに、心不全猫を区別するた

めのカットオフ値は 118.6 pg/mL であり、良好な感度 (85.2%)と特異度 (85.1%)が認め

られた。ROC 曲線下面積は、それぞれ 0.80, 0.86, 0.87 であった。この研究から、ネコ
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血漿 ANP 濃度は心筋症の重症度を反映して上昇しており、血漿 ANP 濃度が 110.9 

pg/mL以上の場合には心筋症による左心房拡大が生じている可能性の高いことが示唆

される。 

以上のことから、マウス抗ヒト ANP モノクローナル抗体がネコ ANP に対して親和

性を有し、ネコの循環器検査法として臨床応用が可能であることが明らかとなった。

また、ネコ ANP を測定する際には採血時の血液サンプルにアプロチニンの添加が必

要であり、ネコの血漿サンプルは-20℃以下で直ちに保存し、7 日以内に測定する必要

がある。血漿 ANP 濃度に影響する生理学的要因の一つとして全身血圧に留意する必

要があり、正確な ANP 測定値を得るためには鎮静剤や麻酔薬を使用せずに安静時の

採血を実施すべきである。最後に、血漿 ANP 濃度は心筋症の重症度に比例して増加

しており、心筋症猫を検出するための血漿 ANP 濃度のカットオフは 77.5 pg/mL、左

心房拡大を有する心筋症猫を同定するための血漿 ANP 濃度のカットオフは 110.9 

pg/mL であった。血中 ANP 濃度の測定のみでは特定の心疾患を診断することは出来

ないが、血漿 ANP 濃度は心筋症の重症度評価に有用な付加的情報を提供できること

が示唆された。 
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Abstract of thesis 

 

Investigation of basic and clinical implications of plasma atrial natriuretic peptide 

measurement in cats 

 

Yasuhiro Heishima (Heisei Animal Hospital) 

 

Introduction  

Cardiac biomarkers are proteins or hormones that are produced in the heart and secreted 

or released into the blood. Several hormones and peptides, including atrial natriuretic peptide 

(ANP) and cardiac troponin, are used in veterinary practice as cardiac biomarkers. ANP is 

mainly synthesized and stored in the atrial myocardium as a prohormone and cleaved into two 

segments in response to wall stretching. N-terminal proANP and biologically active 

C-terminal ANP are released into the blood from the left atrium. Previous studies have 

demonstrated that elevated left atrial pressure is significantly associated with an increase in 

plasma ANP in dogs and cats. In addition, increases in circulating ANP levels reflect the 

severity of chronic heart failure. Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is most commonly 

seen in cats. Although an echocardiographic examination is the gold standard for diagnosing 

cardiomyopathy, the main limitation of this method is that it requires dedicated equipment and 

a high level of skill. Therefore, establishment of a simple method for diagnosing feline 

cardiomyopathy is required. However, basic information about potential feline ANP assays is 

lacking, and only a few studies have evaluated the clinical implications of plasma ANP 

measurement in cats. This study established an ANP assay system in cats and defined the 

diagnostic accuracy of using plasma levels of ANP to identify cardiomyopathy severity in 

cats. 

 

[Chapter 1]  

To investigate whether the human α-ANP kit can be applied to measure feline ANP, 

dilution detection and storage stability were evaluated using feline plasma. Plasma levels of 

ANP were determined using a chemiluminescence enzyme immunoassay. A plasma sample 

from a cat with heart failure was serially diluted, and parallelism was confirmed with a human 

ANP standard. Next, to evaluate the storage stability of ANP, changes in ANP levels in the 
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sample stored at room temperature was evaluated. Serum levels of ANP markedly decreased 

from baseline over time, whereas the levels in plasma containing aprotinin did not decrease 

until 12 h. Finally, the relationship between the storage temperature of the sample and the 

ANP measurement was evaluated. Plasma levels in samples stored at –70°C were similar to 

those at baseline for 14 days. Similarly, ANP levels were maintained for 7 days in samples 

stored at –20°C. By contrast, plasma levels stored at 4°C decreased to 93.3% of baseline after 

1 day, and decreased significantly to 57.6% and 18.0% after 7 and 14 days of storage, 

respectively. These results suggest that aprotinin should be routinely added to blood samples 

and that plasma samples should be immediately frozen. 

 

[Chapter 2]  

To investigate the influence of hemodynamics on plasma levels of ANP in cats, we 

analyzed the relationship between blood pressure and ANP levels in the blood of healthy 

anesthetized cats. Plasma levels of ANP decreased rapidly and significantly during anesthesia. 

In addition, the levels were significantly correlated with systolic arterial pressure (r = 0.59) 

and mean arterial pressure (r = 0.56). These results suggest that excitement or systemic blood 

pressure may affect plasma levels of ANP in cats.  

 

[Chapter 3]  

This study included 78 clinically healthy cats and 83 cats with cardiomyopathy. We 

investigated the cutoff values of plasma ANP as an indicator of the cardiomyopathy severity. 

Diseased cats were divided into asymptomatic cats without left atrial dilation, asymptomatic 

cats with left atrial dilation, and cats experiencing heart failure. The plasma levels of ANP in 

clinically healthy cats was 43.3 (interquartile range 33.0–56.3) pg/mL. The values were 

significantly higher in cardiomyopathic cats with left atrial dilation and heart failure. A level 

of ≥77.5 pg/mL indicated cardiomyopathy without left atrial dilation with a sensitivity of 

66.3% and a specificity of 84.6%. The use of plasma levels of ANP > 110.9 pg/mL to identify 

cats with left atrial dilation had a sensitivity of 73.6% and specificity of 93.5%. To identify 

cats with heart failure, a cutoff value of 118.6 pg/mL resulted in good sensitivity (85.2%) and 

specificity (85.1%). The areas under the ROC curve were 0.80, 0.86, and 0.87, respectively. 

These results suggest that plasma levels of ANP reflect left atrial dilation associated with 

cardiomyopathy, and are a useful predictor of left atrial dilation induced by cardiomyopathy. 
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[Conclusions]  

These results indicate that a mouse anti-human ANP monoclonal antibody has an 

affinity towards feline ANP. In addition, the results indicate the importance of routinely using 

aprotinin during blood collection to measure feline ANP, and suggest that feline plasma 

samples should be frozen immediately at –20°C or less and assayed within 7 days. Systemic 

blood pressure also affected plasma levels of ANP in cats; therefore, blood should be 

collected at rest to obtain accurate ANP measurements. Finally, ANP levels increased 

concomitantly with increased cardiomyopathy severity. An ANP level > 77.5 pg/mL was 

predictive of cardiomyopathy, and levels > 110.9 pg/mL were predictive of cardiomyopathy 

with left atrial dilation. Although an ANP measurement alone cannot be used to diagnose any 

cardiac disease, such data may provide supportive information for assessing the severity of 

cardiomyopathy. 
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