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略語表

AUC:血築中濃度下商政

BFU-E: burst forming unit・erythroid

CO:血策中初期濃度

CFU-E: colony for田川gu血レe巧~h.riod

CLtotal :全身クリアランス

CLup: 組織取り込みクリアランス

EGF : epidermaJ growth. factor 

EPO:エリスロポヱチン

G-CSF:頼粒球コロニー形成刺激因子

GM-CSF:頼粒球ーマクロファージコロニー形成刺激因子

Hct へマトクリット

日GF: hepatocyte growth faotor 

Kd 解富推定数

Km:ミカエリス定数

民IR'l' 平均滞留時間

rh-EPO:遺伝子組燦えヒト型エリスロポエチン

RME レセプタ一介在性エンドサイトーシス

t-PA : tissue-plas皿inogenachvator 

Tl/2 :消失半減期

Vc:中央コンパートメント分布容積

Vmax :燥大消失速度

Vss 定常状態分布容積



緒言

近年、多くの生理活性タンパクあるいはペプチドが発見され、それらがアドレナリン.

ヒスタミンなどの生理活性化合物同様、生E型機能の調節や細胞の分化地殖などに働いてい

ることがl明らかになってきた。これらは生体内では微量にしか存在しないため、その機能

についての研究はこれまで制限されてきた.しかし、遺伝子組換え技術の急速な進歩によ

りこれら生理活性タンパク、ペプチドが大量生産可能となり、その生理的機能が明らかと

なり、さらに各磁疾患の治療薬として使用されるまでになった。

生理活性タンパ夕、ペプチドの体内動態研究が進むにつれ、従来、使用されてきた低分

子化合物とは全く異なる体内動態特性を示すことが明らかになった(59)・すなわち、生理

活性タンパ夕、ペプチドに対するレセプターが、生理1活性タンパク、ペプチドの分布およ

び消失に大きく寄与し.このレセプターの飽和により血艇中濃度縫移に非線形性がみられ

る(30，59，68)。また、このレセプターの down-、up-regulat回nにより、iJ¥I)態に変動がみら

れている(31)。さらに、生理活性タンパ夕、ペプチドを医薬品として開発する場合、前臨

床試験において ヒト型生理活性タンパ夕、ペプチドを異種動物に投与するため，長期に

わたる試験においては抗体が産生され，生理活性タンパ夕、ペプチドと抗体との反応によ

り体内動態が変動することも低分子化合物と具なる点である。各穫生理活性タンパク、ペ

プチドの体内野J態が明らかにされてきているが、未だ十分でない.生理活性タンパク、ペ

プチドを医薬品として開発する場合、それら生理活性ペプチドの体内動態の種々の変動を

明らか}こすることは薬効，安全性を評価する上において極めて重要である。本研究ではエ

リスロポエチン (EPO)の体内動態について検討を行った.

EPOは主lこ1腎臓において産生され、赤芽球系前駆細胞、主に CFU-Eに作用し、分化 ・

噌般の促進作用を有する分子量30kdの糠タンパクである.EPOは宮家らにより、再生不

良性貧Ifll患者の尿から精製され(44)、その後相次いで cDNAがクローニングされた(9，10)・

rh-EPOが臨床適応され、慢性腎不全にともなう貧血の改善!こ効を奏している(20，21).ま

た、さらに再生不良性貧血等各積貧血治療に対しての応用も期待されている.EPOの体内

動態は非線形性を示すことが健常人およびラットにおいて示唆されており(10，25)、さら

に健常人および腎不全患者に rh-EPOを繰り返し設与することにより、血疑中消失半減期

が短くなることが報告されている(36，43，46)。また.骨髄異形症候s平の患者では消失が遅く

なっていることも報告されている(3).しかし、 EPOの非線形体内動態およびその変動機備

については明らかになっていない.EPOの臨床におけるより有効な使用法を考える上で

EPOの体内動態機構を明らかにすることは重要である.

本研究の目的は以下の、 3項目を明らかにすることである.

1) EPOの非線形体内動態機構の解明

2) 料臓における組織取り込みクリアランスの up-regulation機構の解明



3) EPOの体内動態に及ぼす抗体の影響



第 1章

Mechanism for the Nonlinear Pharmacokinetics of 
Erythropoietin in Rats 



要約

本研究では rh-EPOを用いて EPOの際的臓器である骨髄.n!l!臓におけるレセプターが

どh-EPOの非線形体内動態にどのように関与しているかを明らかにするためにラットを用

いて検討した.ラットに 0_2-5μglkg妙脈内投与したときの CLtotalは投与量の増加に

従い減少し、高投与霊では一定値を示した.このことから、 rh-EPOの CLtotaJは飽和性

クリアランスと非飽和性クリアランスからなることが示唆された.そこで‘飽和性クリア

ランスにどの繊務が関与するか調べるため、いくつかの臓認における CLupの投与量依存

性を投与 30分間の 125I-rh-EPOの取り込みから求め評価した.肝臓.腎臓では飽和性は

認められなかったが.標的臓援である骨鎚、II!I!臓の取り込みに飽和性が認められた。骨髄、

牌邸主における CLupの投与量依存性からKm， V皿axを求めたところ、いずれも 240-450

pMの範囲にあり、 ratbone marrow cellsを用いた binding実験より報告されているレセ

プターの解離定数(180pM)Iこcomparableな値であった.過剰設の非標識体の皮下殺与に

より肉組織における CLupにdown-regulationが見られた.さらに rh-EPOO. 1， 5， 25μ 

g/kgを4日に2回静脈内設与し、最終投与2日後における 125]-rh_EPOのCLupを評価す

ると、処置丞依存的に CLupの増加がみられ、 up-四割lationが認められた.骨髄の CLup

はコントロール値の 1.3倍j;::t首加し、牌臓ではコントロール値の 4倍に増加し、 up

l-egulationは1車臓において顕著に認められた o EPOの処置により骨髄、 1卑臓における

CLupの和と Hct値およびヘモグロビン濃度といったhematopoietic paramete四との間

に良い相関関係が認められた.以上過剰量のEPO処置により投与後時間に応じてクリアラ

ンスの down・regulation，up-regulationが起きるという事実、そして up-regulationによる

クリアランスの変動にパラレルに薬効の指標が変化するという事実より、薬効レセプター

が rh-EPOの非線形体内動態の支配妥因であると考えられた.

。



緒言

近年.遺伝子品目1奥え後Wiの急速な進歩により生体内では微量にしか符在しない生理活性

タンパク、ペプチドが治療薬として使用されてきている.Insulin(68)， t-PA(63). EGF (22， 

55)， HGF(38， 39)といった生理活性ペプチドは肝臓でのRMEにより速やかに取り込まれ、

血中から速やかに消失する。これら生理活性ペプチドの phannacokineticsは、この Rl¥IlE

の飽和により非線形性を示す.この RMEは生理活性ペプチドの体内動態の特徴であり、

生理活性ペプチドの分布および消失に関与している(59)・生.!ill活性ペプチドとレセプター

との結合により生理活性がおきるが、最近.Maack 1ごより生理活性を引き起こさない

siJent receptorの存在が報告されている(41).生理活性ペプチドの体内動態における RME

の寄与を明らかにすることは、薬効を考える上においても短めて重要である.

EPO、G・CSF、GM-CSFといった血液造血因子も相次いでクロ一二ングされ(16，37，47，

70)、各種血液疾患に使用されている.額粒球系前駆細胞の噌殖因子である G-CSFの体内

!1lIJ態に非線形性が報告され(30)、G-CSF誘導体且artograstimを用いた詳細な研究(31，32， 

33)により.nartograsti皿では他の生理活性ペプチドでみられたような肝臓への特異的な

取り込みはみられず、僚的車且縦である骨鎚における Rl¥lEが非線形体内野J態に起因してい

ることが明らかになった(31，32). Nartograstimの骨健におけるレセプタ一介在性の取り

込みは過剰最の nal'tograstimの投与により down-regulationを引き起こし、さらに繰り返

し段与により.レセプタ一介在性取り込みの up-regulationが認められ、 CLtotalの地加が

みられた(31)。骨髄におけるレセプタ一介在性取り込みの変化が、体内動態の変動要因で

あることが明らかになった.

一方、赤芽球系fIIi駆細胞の士官鑓因子である EPOの体内動態においても非線形性がヒト

(10)、ラット(25)において報告されている.本研究では、 EPOの非線形体内務J態機構につ

いて検討を加えた.EPOは主に腎般において産生され、主に CFU-Eに作用し、分化 .b自

民直の促進作用を有する分子量30kdの糖タンパクである(28)・EPOは宮家らにより、再生

不良性貧血患者の尿から精製され(44)、その後相次いで cDNAがクローニングされた(16，

37). Rh-EPOが臨床適応され.慢性:腎不全にともなう貧血の改善に効を奏している(9，69)。

腎不全患者に l・h-EPOを繰り返し投与することにより‘血5走中消失半減期が短くなること

が報告されている(36，48).この現象は rh-EPOを 1μgfkgの用量で正常ラットおよび

5/6腎嫡ラットに繰り返し投与した場合においても認められている(26).Rh-EPOは広く臨

床使用されているにも関わらず、非線形性についての定量的な解析は未だなされていない.

本研究はラットを用い、 rh-EPOの非線形体内j]jILf!Fiと括主的臓器よる取り込みの関係につ

いて検討し‘さらに、 rh-EPO投与によるクリアランスの変動と際的臓録の取り込みの変

動および薬効の指僚である Hctの変動との関係についても検討を加えた.



結果

1.血2走中濃度推移

Fig.lAにrh・EPO0.2・5μgfk.g静脈内投与したときの血策中濃度推移を、1'able1に

pharmacokinetic parametersを示した.血控走中 rh・EPO濃度はいずれの投与鼠において

も2相性の消失をし、 1'1/2(s)は投与量のi曽加に従い、1.32h(0.2μgfk.g)から 2.36h(5μ 

gfk.g)へ延長した.MR1'も投与量の噌加に従い延長した.分布容積は投与量による差は見

られなかった.CLtotalは段与量の鳩加により減少し、高投与量では、一定値を示した。

このことから.CLtotal は飽和を示すクリアランスと非飽和性クリアランスの2つのクリ

アランスから成ることが示唆された.Fig.1Bに持続投与時の血策中濃度推移を示した.投

与開始6時間後1::定常状態に達した.定常状態血艇中濃度から求めた CLtotalは 16，32， 

160， 1600 ngfk.glbで、それぞれ32.2土2.1，31.1土0.8，22.7土0.9，20.6 z 2..1回目屯Ih

であり.飽和現象が認められた.0.2μgfk.g急速投与の場合の CLtotalは48.3mllkglbで

あり、侍続投与の場合の線形状態での CLtotalの31.1-32.2血叫，glbよりも大きな倣であっ

た.これは定量限界のため急速投与の場合のサンプリング時間が十分でないためと思われ

る.

そこで血波中濃度時間 profilesをcentralcompartmentから線形と非線形消失するモ

デルで解析した。飽和クリアランスの Vmax，Kmはそれぞれ 47.5ng/hrlkg，

4.03ng/ml(219plV[)、非飽和クリアランス(keVl)は23.5田J/hrfk.gと算出された.

2. 125T-rh-EPOの組織取り込みクリアランス (CLup)

125I-rh-EPO静脈内投与 30分後の血妓中波度、組織中濃度から CLupを評価した。Fig.2

にCLupとCOとの関係を示した。肝臓、腎臓の CLupはCOの地加により変化しなかった

が、標的臓苦言である骨髄.牌臓の CLupは COの上旬1J日により減少し、取り込みの飽和が認

められた。 CLupを式 (6)により解析した.脅l!i![，僻臓ともに lつの飽和性component

と非飽和性 componentからなることが示された.骨鎚の CLupのKmは牌腿の値にほぼ

一致した。 骨髄における固有クリアランス (VmaxlKm+CLns)は』車臓の 10倍以上であっ

た.

3.短時間における rh.EPO処置の効果

非際識rh.EPO1μglkgを皮下投与し， 4， 10， 24， 48時間後、 125I.rh.EPO0.1μglkg 

を的脈内役与し.投与 30分後の組織中濃度から CLupを測定した.Fig.3は骨倣、牌臓に

おける CLupのタイムコースを示したe 骨髄、』中田章における CLupは非際識rh-EPO投与

により低下し、 down.regulationが認められた.段高l血!lIt中濃度を示す非標識 rh・EPO投

与 10時間後(21)に骨髄. R~l臓ともに最低値を示した。非標識 rb.EPO 投与 48 時間後に骨

髄では非処世レベルに回復したが、料臓では非処置に比べ有~な増加を示した.

7 



4 長時間における rh-EPO処置の効果

非標識 rh・EPOを0，1，5，25μg/kg IfftllJFI内2回反復投与処置したラットに lZ5I-rh-EPO

0_2μg/kg 静脈内役与した時の血疑中免疫反応性放射能推移をFig_4に示した。血築中免

疫反応性放射能は非襟識1"h-EPO処置量の地jJ日に消失が早くなった。骨髄、勝臓における

CLllpも処置盈依存的にI曽加がみられ、 IIp-reglllationが認められた(Fig_5)。骨髄ではコ

ントロール他の1.3倍に増加し、糾!!i事ではコントロール値の 4i告に月号加し.IIp-regulation 

は腕1臓において顕著に認められた(Fig-5)・Rh-EPO処鐙により薬効の指僚である Hct値お

よびヘモグロビン濃度も処置量依存的に増加した.EPO処置による Hct値およびヘモグ

ロビン濃度と脅髄、』車織における CLllpの和との簡に良い相関を示した(1">0_973，P<0_05). 

Rh-EPO 5μg/kg処置ラットにおける骨鎚、牌臓のCLupのVmax，Kmを求めた(Fig_6， 

Table 3).牌臓では，対照と比べ rh-EPO処置により， Vmaxの上昇 Kmの上昇が見

いだされた。

8 



考察

EGF(22， 55)， insulin(68)，日GF(38，39). G.CSF 誘導体(30.33)等の生恩活性ペプチドの

体内動態に非線形性がみられ、飽和性クリアランス機構に RMEが寄与していることが明

らかになっている.RhーEPOをラットに 0.2・5μgfkg併脈内投与したとき、 CLtotalは投

与量の鳩)J日により減少し、高投与量では、一定備を示した(Fig.1， Table 1)。また、持続投

与においても、投与速度の増加に従い、 CLtota1の低下がみられ、高用鐘で一定値を示し

た。このことから、 CLtotalは飽和性を示すクリアランスと非飽和性クリアランスの2つ

のクリアランスから成ることが示唆された.飽和クリアランスの回有クリアランス

(Vma..x/Km)は 11.8皿Vkglhrであり、非飽和クリアランスの約半分の位であったσig.1)。

健常人においても rh.EPOの体内動態は非線形性を示し、投与量のi首加に従い、消失半減

期は4-hから llhに延長し、 CLtotalも15001/1ミglhから 4皿川匂Ihに減少し、高投与量で

クリアランスは一定備になった(10)ことから，ヒトにおいても rh.EPOの消失は飽和性の

機構と非飽和性の機構の2つの機構からなっていると思われる.ヒトにおける飽和クリア

ランスの固有クリアランスは約 10mlfkglh以上と考えられ、非飽和クリアランスの約 2.5

倍大きなものであり.ヒトにおいてはrh.EPOの消失に飽和性消失機構の寄与が極めて重

要であると思われる.飽和性の固有クリアランスと非飽和性クリアランスの比が動物種に

より呉なる原因は‘飽和性の固有クリアランスがラットとヒトで体重当たりで類似してい

るのに対し、非飽和性クリアランスでは、ラットの値がヒトの値の 51音大きいことに起因

している。ラット、イヌ(17)、ヒトの非飽和性クリアランスを CL=A (B¥めB という

a1loooetric式により.その関係をみると CL= li (BW)O.7叩という関係がみられた.

a11000etric exponentは血統速度、腎クリアランス等で得られる値(7)に類似しており、ヒ

トにおける非飽和性クリアランスは allometric式により予iJ!U可能であった.5/6腎嫡ラッ

トに過剰置の rh忍PO(25μgfkg)を投与したとき、対照ラットのクリアランスの 2/3に

減少した(26)・また腎不全のイヌにおいてもクリアランスの減少がみられる(17).更に、腎

幽における 12̂I-rh.EPOの初期取り込みに投与島依存性は認められていない.これらのこ

とからー非飽和性クリアランスは一部腎臓が関与していることが示唆された。 rh-EPO同

様、飽和性クリアランスと非飽和性クリアランス機憾により消失する G.CSF誘導体の主な

非飽和性クリアランスに寄与する臓器は腎繊であり、その機構は糸球体総過と考えられて

いる.腎臓における糸球体il~過は分子の分子量および篭荷により制限されるものの、分子

量 5.6万まで糸球体a超過されること(62)から、腎臓における rh.EPOの非飽和性クリアラ
ンス機構は糸球体総過であることが予想される.

Sawyerら(57)はFr・iendVirus叫 JfectedEryth:roid Cellsを用い、 1羽I-t・h-EPOはRl¥団

により細胞に取り込まれ、引き続き lysosomeenzymeにより degradationされ、細胞表

面結合サイトが減少 {down.regulationlすることを報告した.本研究における rh.EPOの

飽和性クリアランスの Km(itiは219pMであり.ラットの赤芳:球系前期E細胞のEPOレセプ

9 



ターの Kd他 180pM(1)にほぼ一致している。このことはTh-EPOの飽和性クリアランス

機械も EPOレセプターによる R恥囚であることが予怨された。実際.様的組織である骨髄、

凶1臓における 125I-rh-EPOの取り込みに飽和がみられた.骨髄.腕臓における CLupを体

重あたりで考えると、骨髄で 38_5mlJlミglh(4 g/200g of rat; 8)、JI!事臓で 3_1mlJl沼市であり、

血媛中非線形!WJ態の大部分は骨髄による取り込みに起因しているものと思われる.多くの

ペプチドのクリアランス臓器として知られている肝臓、腎臓においては dose-dependency

は認められず、 rh-EPOの非線形消失におよlます肝‘腎の寄与はほとんどないものと恩わ

れる。

RMEが飽和クリアランスに関与しているか明らかにするため‘ CLupの down

reguJ.ationについて検討した。過剰盈の非僚識 rh-EPOを皮下設与した後、骨組‘』卑織に

おける CLupは減少し、投与 10時間後に最低li直を示したσig_3).皮 F投与 10時間後の血

』走中 rh-EPO濃度は約 1nglmlであった(21).この非傑識rh-EPOと125I-rh-EPOとの綴合

により.1251・rh-EPOの骨鎚，牌臓への取込みが減少した可能性も考えられた.このような.

1血中残存 rh-EPOによる阻害の可能性を否定するため、先の CLupのデータから得られた

Km， Vmaxより、投与 10時間後の競合阻害による取込みの減少を計算した.計算された

骨量皇、!同T臓での CLupの減少は，それぞれ 8%，12%であった.実際の減少は骨髄‘牌臓で

それぞれ33%，44%であり、計算値よりも低いものであったことから、この減少はRMEに

よるレセプターの down-regulationが主に寄与しているものと考えられた.非標識体投与

48時間後の牌臓の CLupは1.4倍有意にI魯加した.組織取り込みクリアランスは短時間で

はdown-regulationがみられるが、長時間では up-regulationがみられることが示唆され

た。

さらに、レセプター数の変動が体内動態に影響するかを明らかにするため、 CLupの

up-regtuationについて検討した。 rh-EPOの処置量を変え， up-regulationの処置量依存

伎と体内動態の変化、 rh-EPO処置による薬効の発現との関係について考擦を加えた.rh-

EPO処置によ り、処置量依存的に消失の促進が認められた(Fig.4).さらに、骨髄.牌臓に

おける CLupも処置盆依存的にt菌加がみられた.血淡からの消失の変化は襟的臓器におけ

るCLupの変化に起因しているものと思われる。さらに、この骨髄と勝』畿の CLupの和と

Hct値あるいはヘモグロビン濃度といった血液パラメータとの聞にも良い相闘がみられた。

よって CLupの up-regulationは薬効レセプターの地加に起因していると思われる.腎不

全患者(36.48)および健常人(43)にrh-EPOを反復投与した場合にも， CLtotalの増加が認

められており、 rh-EPOの作用による標的細胞の増加に起因しているものと思われる.

以上まとめると， rh-EPOの CLtotalは飽和クリアランスと非飽和クリアランス機械か

らなり.飽和クリアランス機構は主に骨髄における取り込みに起因することが明らかにな

った.また.過剰量のEPO処置により長与後時間に応じてクリアランスのdown-regluation，

llP-regulationが起きるという事実、そして up-regulationによるクリアランスの変動にパ

ラレルに薬効の指様が変化するという事実より、薬効レセプターが rh-EPOの非線形体内



動態の支配要因であると考えられた.
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TABLE 1 Pharmacokinetic parameters of rh-EPO following intravenous 

administration of rh-EPO to rats aもdosesofO.2φ0.5， 1 and 5μg/kg 

dose TII2( s) VC Vss MRT CLtolal CLp府内 AUCo・tdose AUCo-aldose AUCO_infinity/dose 
Cug/kgl (hl (ml爪9l.__(a山g) (h) (mllkglh) (mllkglhl (kg'hlml) (kg-hlml) (kg.hlmlJ 

日2 1.32 49，o 85.2 1 10 48.3 174 0.0141 00208 
(0.12) (4.2) (14) (0.09) (3.9) (12) (0.0006) (0.0016) 

0.5 2.49・ 46.0 84.8 2.05・ 27.0・ 129・ 0日193・ 00371・
(038) (4.3) (3勾 (009) (0.3) (1) (0.0口口口} (0.0004) 
1 3.42・ 50.0 822 2.35・ 23.7・ 120・ 0.0224・ 0.0373 0.0423・
(0.15) (11) (2.2) (0.08) (0.6) (4) (0.0005) (0.0006) (0.0011) 
5 2.36・ 47.5 77.8 2.33・ 24.3・ 130・ 0.0205 - 0.0377 0.0413・

i!L.1.rU ~ QA  lQJlli l..1A J.m (0.00111 (0.0027) (00029) 

Each v<llue represen日 mean(S.E.)of 3 ammals 
...; s唱凹.ficanldi.fference from 0.2μglkg (P<O.Oo). 



TABLE 2 Kinetic parameters for CLup of rh.EPO. 

Km Vmax CLns Vmaxllくm+ CLns 
(nglml) (nglg tissuelh) (mllg ttssuelh) (ml此9B.W.Ih) 

bone marrow 8.26(449 pM) 15.9土03 0.163 == 0.002 41.8 a) 
土 日23

spleen 4.42 (240 pM) 4.56土 0.13 0.143土0002 3.64 b) 
土0.23

a) Tl1e bone marrow weight per kilogram 01 body welght was assumed 10 be 20 9例.
b) The spleen welghl per kilogram 01 body weighl was measured as 3.0 g. 

Each value represents Ihe calculaled mean i S. E 
Twenty one rats were used 



TABLE 3 Kinetic parameters for CLup by bone marrow and spleen in control and 

EPO・treatedrats. 

Control 

bone marrow 

spleen 

EPO-treated 

bone marrow 

spleen 

Km 
(ng/ml) 

16.8 (913pM) 
土 3.0

23.8 (1290 pM) 
土 3.6

12.3 (669pM) 
:!: 1.0 

8.54 (464 pM) 
土日 72

Vmax 
(ngfg tissue/h) 

20.3土 2.9

7.98:!: 1.0 

21.4 :!: 1.3 

13.2士 0.8

Each value represents the calculated mean土 S.E

The values were estimated by Eq. 6 

TweJve rats/group were used 

CLns 
(ml/g tissue/h) 

0.123 :!: 0.032 

0.111土日.006

0.173 :!: 0.018 

0.144土 0.014



第2章

Pharmacokinetics of Erythropoie七ill山 Genetically
Anemic Mice 



要約

本研究は再生不良性貧血といった造血障害時における EPOの体内動態を明らかにする

ために.WfWvマウスにおける rb-EPOの体内動態と正常マウス (+1十)における体内動態

を比較した.W/W"マウスは stemcel1 factor receptolをコードする Wi¥'l:伝子の rnutation

により巨球性貧血を呈し.再生不良性貧nllのモデル動物として考えられている.種々の投

与量の非綴織 rb-EPOを1日1困 1週間反復静脈内投与したところ守 8日目の Hct値は

WfWvマウス.+1+マウスともに投与量依存的に有意に上昇したが. ~VfW"マウスでは， +1十

マウスと同程度の薬効を得るには rh-EPOを+1+マウスの投与箆の 10倍量必要であった.

+/+マウスでは，品EPO の鎖回投与により，大腿骨、民'臓における CLup はß~!~で 0.48

μg/kgで有意なt曽加がみられた.一方で、骨髄では有意な変化は見られなかった。この結

果はラットを用いた検討結果と向後であり， rh-EPOの繰返し段与が，牌阪で選択的に

CLupの up-regulationを起す事を示した。一方， W川rvマウスでの大腿骨、牌臓における

CLupは骨髄で 4.8μg/kgで約1.5倍有意な上菌加がみられたが，牌臓では有意な変化は見

られなかったB このことは， W八町、マウスと+1+マウスで組織取込みの up-regulationの懸

かり方が異なることを示した.Up-regulationの懸かり方が薬効の発現の懸かり方に関与し

ていることが推察された.間マウスともに骨鎚.A卑臓の CLupは類似した Km値(389-619

pl¥.のをもっ飽和を示した.両マウスの骨鎚と牌臓の CLupの和と Hct値の関係は同ーの直

線上にプロットされた。この結果から正常マウスばかりでなく貧血マウスにおいても薬理

レセプターが組織取込みに働いていることが示唆された.



緒言

EPOは主に腎臓において産生され、主として CFU-Eに作用し.分化 -!曽般の促進作用

を有する分子量 30kdの糖タンパクである(28).EPOは宮家らにより‘再生不良性貧血患

者の尿から精製され(44).その後相次いで cDNAがクロ一二ングされた(16，37)。現在.

rh-.EPOが臨床適応され.慢性腎不全にともなう貧血の改善に効を奏している(9.69).腎

不全j患者の貧血lの主な原因は. EPO産生能の低下であり，不足している EPOを補うこと

で改善されていると考えられる.一方.骨髄異形成疲候詳，再生不良性貧血といった難治

性貧血の患者は内因性 EPOレベルが高いにも関わらず貧血を呈している(13)。再生不良性

貧血は造血幹細胞の減少ならびに造血微小環境の異常に由来するものと考えられているが，

未だ不明な点が多い.近年.再生不良性貧血の患者に rh-EPOを大量投与すると一部の症

例において貧血の改警がみられることが報告されている (10，48， 67).再生不良性貧血のモ

デル動物として Wんl{vマウスおよびSVSldマウスが知られている(2，35).W爪Ivマウスは造

血細胞の遺伝的疾患動物であり.SVSldマウスは造血微小泉境の逃伝的疾患動物である.

WIVI'Vマウスは stemcell factor re回p回1・(c-kit)のp01ntロlUtationにより tyrosinel，.-inase 

活性が低下しているマウスである(51).このマウスに rh-EPOを大量に役与すると再生

不良性貧血患者同様貧血の改善がみられている (5).本実験ではこの wrwvマウスを再生不

良性貧血のモデルとして実験に用いた.

本研究では，rh-EPOのラットにおける体内動態について倹討し 標的組織における飽

和伎の取込みにより rh-EPOの体内動態は非線形性を示すことを明らかにしたい章).飽和

性の取込みに薬理レセプターが関与し， rh-EPOの役与により down-，up-regulationが起

き， rh-EPOの体内動態を変動させることが明らかになった(1章).wrwvマウスにおける

rh-EPOの薬効と体内動態機備を明らかにすることは，難治性貧瓜lにおける rh-EPOの有

用性を詞可而するよにおいて極めて重要である。そこで，本実験では， w爪'vマウスにおける
rh-EPOの血築中濃度推移および様的臓認であり.クリアランス臓援である骨髄および僻

臓の特異的な総織取り込みを検討した.



結果

i 血f丘中i段[[推穆

Fig.7に125T-rb-EPO0.48μglkgを¥，引lV，.マウスおよび+1十マウスに飾脈内投与したと

きの血3走中 TCA沈殿函分放射能惟綴を、 Table4にpbarmacokineticpararnetersを示し

た.drr燦中 EPO濃度はいずれのマウスにおいても2相性の消失を示した(Fig.7). MRTは

W!W， マウスでは 4.83hと+1+マウスの 4.30hに比べて長かった(1'able4). Vcおよび

Vssのいずれも+1+マウスに比べ Wんやマウスの方が大きいことが明らかになった(Table

4). AUCは両マウスで約 20ng' hl皿1とほぼ同級の値を示しており，従って CLtotalも

約 23rnlllゾkgと同様の値を示した。

2. I2oI-rh-EPOの紘織取り込みクリアランス

出 I-rh.EPO静脈内投与 30分後の血紫中濃度、組織中濃度から CLupを評価した.

CLup と CO との関係を Fig.8 に示した.Wハ，y' マウス • +1+マウスともに大腿骨、HI¥!臓

のCLupは COのt曽1J日により減少し.取り込みの飽和日が認められた(Fig.8)。大腿骨，目早織

ともに 1つの飽和性co皿ponentと非飽和性 cornponentからなることが示された(Fig.8).

大腿骨，牌臓の CLupのVrnax，I{工n.CLnsをTable5 Iこ示した.大腿骨，牌臓の K皿 f直

は w/W"マウス +1+マウスでそれぞれ類似した値を示した。 EPOとレセプターとの Kd
値(18)にも近い値であった。しかし.W/W'マウスの大腿脅の Vma.xは.+1+マウスのV即日

の0.43f告であり. W/W'マウスの牌臓の Vmaxは.+1+マウスの Vma.xの0.35倍であっ

た(Table5). 

3. rh-EPO処置による体内動態および策効の変動

非篠識 rh-EPOO，0.48， 4.8. 48μglkgを1日1回 1週間反復静脈内投与し， 8日目の Hct

値および 125I.rh.EPOの大腿管および碑臓における CLupを評価した.rh-EPO投与によ

りW爪'vマウス， +1+マウスともに処置量依存的に Hctf;直ば増加し，+1+マウスでは 0.48
μglkgで有意な Hct値の馴日(処置前値の 1.20倍)が認められた(Fig.9).W川 vマウス

においては より高投与量の 4.8μglkgで Rct値の有意な上昇(処置前値の 1.161吉)が

a，められた(Fig.9).W.バy'マウスでは +J+マウスと同程度の薬効を得るために 10.1音量の
rh.EPOを必要とした (Fig.9)• +1+マウスでの大腿骨、牌臓における CLupは脱臓で 4.8

μglkgで約 4('音:有意な培加がみられたが、骨髄て'は有意な変化は見られなかった(Fig.l0)。

このような現象は正常ラットを用いた解析における結果と同様であった(1 i，I). 一方，

Wんやマウスでの大腿管.ij!¥!臓における CLupは骨髄で4.8μg/kgで約 1.5倍有意な地加

がみられたが， Hl¥!R践では有意な変化は見られなかった(Fig.10).このように W/W'マウス

と+1+マウスで CLupのup-regulationの懸かり方が異なったσig.l0)・骨髄、脚般におけ

る CLupとHct値との関係を Fig.11に示した.間マウスの骨髄と牌臓の OLupの和と

24 



Hct (1耐の関係は同ーの直線上にプロットされ，有意な相関が見られた (Fig.ll)。



考察

再生不良性貧血の治療は，骨髄移他を除くと免疫抑制療法が主流であるが.必ずしも全

例に有効ではない。近年.EPO. G.CSFといった造血因子が泣伝子組換え技術により臨床

応用され，再生不良性貧血にも有用性を示すことが報告されてきている(10.48.67)。笑際，

本実験でも 再生不良性貧血のモデル動物である Uワw，マウスにおいて薬効がみえている
(Fig.9).しかし.再生不良性貧血における体内動態は明らかでない.そこで WlWvマウス

における体内動態を正常マウスと比較した。

両マウスで CLtotaJに差はなかった(Fig.7. Table 4)。このことは両マウスで EPOの消

失が間程度であることを示唆すると共に，内因性EPOレベルの違いの原因についても暗示

するe すなわち.本研究において両マウスにおける内因性 EPOレベルを rh.EPO投与前に

測定したところ. WfViTvマウスにおける内因性EPO濃度は約 lngl皿J(data not shownl 

であり.+1+マウスより約 10倍高かった.EPOの内因性レベル(Cepo)は

Cepo=産生速度ICLtotal

によって決まるものと考えられる.従って.W八V、マウスにおける内因性濃度の上昇は EPO

のEI生速度の増加に起因していると思われる.一方.W爪'vマウスの Vcは.+1+マウスに

比べ大きかった(Table4)が，血液濃度から求めた vbは両マウス聞で差がなかった (W/W'

マウス.+1+マウスでそれぞれ 97.8.98.8mJJkg) • W/Wvマウス.+1+マウスの Hct値はそ

れぞれ.0.366. 0.519であり，いずれのマウスでも VcはVb(l.Hct)とほぼ等しかったこと

から，血液当たりの血疑の量が貧血マウスの方が大きいこと.すなわち WIW'マウスの Hct

値が低いことがVcの差になっているものと考えられた.

本研究では.以前ラットにおける体内野J態解析によって，脅量tn車臓といった rh.EPO
の様的舷器における RMEが飽和性組織取込みに関与することを報告した (1章).本研究に

おいても阿マウスの標的組織における CLUpは飽和を示し (Pig.8J そのKm値は両マウ

スで類似しており，EPO.receptorのKd値 (18)1とほぼ一致している (TabJe5) .また，

rh.EPOの頻回投与により牌臓または骨髄の CLupは up'regulationを受けた (Fig.lO).

このような up'Tegulationは，既にラットにおいても見出しており.RおlEがこの取込みに

寄与することを示唆している(1寧).さらに CLupの噌加と HctfI直の増加は同程度に観

察され.骨髄.JI!l!s威の CLupの和と Hct値の問に相関が認、められた (Fig.lυ.しかも，

その相|凋は+1+マウスw;川'vマウスで同ーの相関直線を示した (Fig.ll)• fJ;tに正常ラッ

トにおいて CLupと薬効 {Hct、ヘモグロビン濃度)との聞に正の相関があることを示して

おり(1君主).この結果から正常マウスばかりでなく貧血マウスにおいても薬理レセプタ

ーが組織取込みに働いていることが示唆された.両マウスの級織取込みを比較した場合，

お開l性に差はない。しかし，貧血マウスの Vmaxは正常マウスに比べて低い.Vmaxの低

下の原因としては細胞当たりのレセプター数が正常に比べ少ない，あるいは糠的朝日胞の絶

対数が少ないことが考えられる。 WlWvマウスは Hct値が正常マウスに比べて低く (Fig.9). 



様的細胞の絶対数が少ないことを反映しているものと思われる.

+1+マウスにおける~fi織取込みの up -regtÙatioD は骨髄よりも料臓において顕著に認めら

れた (Fig.10)。脚臓では骨髄以上に CFU-EがEPOの投与により地加する (50).これ

が組織取込みの地加に起因していると考えられる。 CFU-Eは赤血球に分化し， Hct 値も上

がる.W/W'マウスの』中臓では CFU-Eの有意な約加はみられなかったため HctI1直もあま

り顕著に上昇しなかったと考えられる.Nijhofら(50)は骨髄，牌臓中 BFU-E，CFU-E数の

続時的変化から骨髄中の BFU-Eが rh-EPOl'立与により牌臓に移行し.牌阪で CFU-Eに分

化すると報告している.Nijhofらの仮説にしたがって，この牌臓の up-regtuatioDの違い

の原因を考えると2つの可能性が考えられる。 Iつは WfW'マウスでは骨髄から細胞が遊

離しなかった.もう 1つは骨髄から遊縦した細胞が牌臓に居着かなかった。 1つめの可能

性を支持する報告はない。 2つ目の可能性についてはいくつか支持する報告がある. 明ワW'

マウスにおいて mutatioDを起している c-kitのligandである ste田 ceUfactorは造血微小

策境を形成するストロマ細胞に膜結合型蛋白として存在している (11)。正常骨髄細胞，

肥満細胞の c-kitはste回 ceUfactor f;::結合し.その作用で細胞表面のインテグリンが活性

化し，フィブロネクチンとの結合性が培加する (6，27) .しかし， W爪hマウスの細胞は

c-kitの mutatioDにより，インテグリンの活性化がみられず.フィプロネクチンに結合し

ない (23)。これらの情報から以下のように説明できる.骨髄から遊縦した BFU忍は牌

織にいき.正常細胞では牌臓中の stemce 11 factorに結合し，インテグリンの活性化により

牌隊内のフィプロネクチン!こ結合するが. WfW'マウスの細胞では錦町田11factorと結合

した後，インテグリンの活性化がおきないことにより牌臓に居着かないと考えられる.い

ずれにしても.牌臓の著しい up -regula tiODにc-kitが関与していることが示唆された。

ラットにおいて rh-EPOの体内動態は標的駿器への取込みに起因する非線形性が認めら

れる(1宣告).健常人における低投与量での CLtotal15mlfhfkgが高投与量では 5血ννkg

に低下する (10)ことから.ヒトにおいては飽和性のクリアランスが rh-EPOの動態に大

きく寄与する.一方，ラットで定速投与したときの‘ CLtotalは、低速度の場合科目ar)、

32mllkgfhであり、高速度の場合 (excess)は 20mνkgfhであり、線形状態での飽和性ク

リアランスの寄与は約 30%と考えられた.ヒトとラットで CLtotallこ占める飽和性クリア

ランスの寄与に極差がみられた.マウスにおいても標的舷探への取込みに非線形が認めら

れ，問マウス聞で Vm.axに差が認められている (Table5) .しかしながら， CLtotalには

両マウスで差が認められなかった (Fig.7， Table 4)。このことはマウスでは.飽和性クリ

アランスの CLtotalに占める割合が小さいと考えれば説明できる.事実.ロ5I-rh-EPO

(0.1・125μgfkg)静脈内股与30分後の血築中濃度は役与盈に比例していた.さらに、

マウスにおける骨髄および牌臓の CLupの和 (18.5mνhfkg)は、ラットの骨髄および料磁

のCLupの和 (41.6mlIνkg)の約半分であり、マウスではラットに比べ、 CLtotalに占め

る飽和性クリアランスの割合はより小さいと考えられる.

ヒトにおいては飽和性のクリアランスが rh-EPOの動態に大きく主寄与する.一方，再生
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不良性貧血患者における rh-EPOの体内動態はほとんどわかっていないが，再生不良性貧

血患者では骨髄納胞の低下がみられており他の貧Jlil患者よりも飽和性クリアランスが減少

していると考えられる.このことは 再生不良性貧血患者.ff鎚異形成症候群の患者のIfrr

4走中 EPO濃度は鉄欠乏性貧血といった他の貧血患者に比べても高値を示す理由かもしれ

ない (13).一方，骨鎚異形成症候群の患者については内因性 EPO濃度が高い患者ほど

rh-EPOの半減却iが長いことが報告されている (3)。このことは内因性 EPO濃度が高い

患者ほど rh-EPOのクリアランスが小さいことを示している.このことが内因性EPOによ

るクリアランスの飽和，あるいは骨髄細胞の減少による取込み低下のどちらに起因するか

明らかでなく.さらなる情報が必要である.

本研究において • WIW'マウスにおいても楽理レセプターが骨髄，牌臓への飽和性の取込

みに関与していることが示唆された.W川'vマウスの組織取込みの親和性は+1+マウスと同

線であったが， capacityは、低下していた。
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TABLE 4 Pharmacok.inetic parameters calculated froro plasma concentrarions 

of TCA-precipitable radioactivity in W.八lifv and +1+ mice after intravenolts 

adroinistration of l251-rh-EPO at the dose of 0.48μglkg 

Vc Vss AUC MRT CLtotal 
(mllkg) (ml/kg) (ng hfml) (h) (mllkgJh) 

wfVli' 67.5 119 19.4 4.83 24.7 
(7.7) (14) (1.3) (0.66) (1.6) 

+1+ 52.3 99.1 20.8 4.30 23.0 
(33) (8.5) (1.8) (0.40) (0.9) 

Values 凹 parenthesis represent computer ca!cluated SD 
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「 司圃困F ー

TABLE 5 Kinetic parameters for tissue uptake clearance in WfWv and 

+1+ rnice 

Km Vmax CLns 

wflN' mice femur 10.0 (544 pM) 3 35 t 1.17 ng/g tissuelh 0105土 0.019ml/g tissuelh 
全 4.1ng/ml 

spleen 7.93 (431 pM) 2.01 '" 1.70 ng/g tissue/h 0.182土日 034ml/g lissue/h 
土 814ng/ml 

+/+ mice femur 1T442 (619pM) 7.60土 2.36nglg tlssue/h 0.069'" 0.033 ml/g tissuelh 
全 nglml

spleen 7.15 (389 pM) 5.94土 1.86ngl9 tissue/h 0.132土 0.039mllg Iissuelh 
土 2.97nglml 

Values repl'esent 田ean土 calculated SD 
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3章

The Mechanism of Erythropoietin lnduced Up-regulation 
of its Uptake Clearance by Spleen 
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-
要約

Rh-EPOを反復投与すると牌臓において 125I-rh-EPOのレセプタ一介在性取り込みクリアラ

ンスの up-regulationが観察される(l章).本研究では、優初に.この地加がEPOのtarget

cellである CFU-E数の噌1mに由来するかどうかを検討するために、 rh-EPO処置をした後、

牌臓中 CFU-E，BFU-E数を測定した.腕?臓中 CFU・E数lまrh-EPO処置畳依存的に有意な噌

加を示し、CFU-E数と牌臓の CLupとの問に良い相闘が認められた。 CFU-E数は 125[_rb_EPO

の牌臓細胞への特異的な binding量とも相関した.これらのことから牌臓における CLupの地

加は細胞当たりのレセプター数の増加ではなく、標的細胞である CFU-Eの鳩加に起因してい

ることが示唆された.次に、牌臓におけるこのような CFU-E数の地加は、標的細胞の骨髄か

ら牌臓への移動によるものかどうかについて検討した. t1IIn-rh-EPOを用い、 R}I四を利用し

てラット invlvoでEPOレセプターを持つ CFU-Eを標識した11 lUlnの骨鎚中、 E卑臓中放射

能は‘過剰量の rh-EPO投与により対照群に比べ、有意に減少した.このことより、脱線で観

察された up-regtuationの原因が rh-EPO投与による骨鎚中 CFU-Eの牌服への移行のためで

はないことが示された.次に.3R-thy.midineで糟嫡細胞全体を標識した.3Rの骨髄中放射能

は.過剰患のrh-EPO投与により対照群に比べ、有意に減少した.一方、解臓中放射能は.rh-EPO

投与により、対照群に比べ有意に増加した.このことより、 rh-EPO投与により、骨髄中の地

殖細胞が牌臓へ移行したことが示唆された.Percoll分画法により牌獄中の細胞の状態を調べ

たところ、牌厳中で治加した細胞は、 rh-EPO処置 1・2日後では BFU-Eに相当する細胞であ

ったが.3-4日後では CFU-Eに相当する細胞であったことより、 BFU-Eがmigrateし.n車線
中で CFU-Eに分化 地殖したものと考えられた.n卑殿中の BFU-Eに栂当する細胞を静脈内
投与した結果、血液を介して、』聖路へ約 20%が移行するという実験結果もこの考えを支持した.

以上、l"h-EPO投与により、骨髄中 BFU-Eが脚臓へ移動し.そこで CFU司Eへ分化、増殖す

ることにより、牌臓での up-regulationがみられたものと恩われる.本例は機能の up-

regulationが細胞の田igration及びsubsequentな分化増殖によることを実証した初めての例

である.
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緒言

EPO、G司CSF、GM-CSFといった血液造Jfn.因子が‘近年、クローニングされ、その生足以]

役創が明らかにされつつある.また、そのi盆伝子組み換え産物は.各種血液疾患に使用されて

いる.EPOは、主に腎臓においてlf生される分子監 30kdの糖タンパクであり.赤芽球系前駆

細胞.主に CFU-Eに作用し.その分化増舶の促進作用を有する(28).現在、 rh-EPOはEPO

"ff_生が低下し.貧血を呈する慢性腎不全患者の貧血治療薬として使用されている。

生理活性ペプチドの生理的な役割を明らかにする上で.それらの分布や消失機構を明らかに

することは重要である.多くの生理活性ペプチドの体内動態研究により、生-eI!活性ペプチドの

体内動態は、レセプターが分布、消失に寄与することが明らかになった (59).ヒト G-CSF誘

導体nartograstim(30-33)およびrh-EPO(1掌)のラットにおける体内動態に非線形性がみられ.

これら造血因子の全身血中からの消失には骨鎚や牌臓といった標的獄器における RMEが重要

である.さらにー興味深いことに EGF，HGFでは線的臓緩の肝臓がクリアランス臓器である

(22，38，39)・多くの生理活性ペプチドは RMEを受ける.過剰母のリガンドはレセプターの飽

和かレセプターの表面密度の減少 (down-reg叫ation)を引き起こし、結果、体内動態が非線

形性を示す(33，38，55，59， 63)ことが報告されている。

Rh-EPO投与により 1251・rh-EPOの組織取り込みの downおよび up-regulationが起こり、

この組織取り込みの変動により体内動悠の変動が見られた.さらに、ラット、マウスともに

rh-EPO処置後の骨l!ift_脚臓におけるほ'̂T-rh-EPOのCLupの和と Hct値の聞に良い相闘が認

められたことから、薬効レセプターが CLupに関与していると考えられた(1章、 21主).ラッ

ト‘マウスともに rh-EPO投与によって引き起こされるほ5I-rh-EPOのCLupの糟加は骨髄で

はわずかであるのに対し、Jll草臓では著しく増加し、牌臓において顕著に観察され_up-regulation 

に組織特異性が認められた(1章、 2章).B平臓における著しい up-regulationは‘ nartograst1m

を投与した場合にも認められており、G-CSFレセプターを持つ好中球の牌臓での増加に起因し

ていることが示唆された(31)・一方で EPOのtissue-specificup-regulationのメカニズムは不

明である.

本研究では、牌邸主における 12']-rh-EPOのCLupのllP-regulationが細胞当たりのレセプタ

ーの増加であるのか、標的細胞の地加によるのか、および up-regulationの骨髄、牌臓での違

いは何に起因するかを検討した。
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結果

Rh.EPOを2回投与し、鍋l<<成中 CFU・E，BFU-E数および似4臓細胞への t251・rh.EPOの特異

的結合を測定した.脱獄中 CFU.E数は、 rh.EPO処鐙量依存的に有意な地加を示したが、

ßFU-E は1. 5μg/kg 処;~では有意な地加は示さず. 25μglkgの処置抵でのみ有意な地加を

示した(Fig.12. Tab!e 6)。同じ条件のラットでの tracer昆の 1261.rh-EPOを飾脈内投与し、

組織取り込み量を血中濃度推修の AUCでno'rmalizeすることにより CLupを求めた.M!臓に

おける CLupはrh.EPOの処霞量依存的にi首加した(Fig.12)( 1章).CFU-E数と CLupとの問

にほぼ原点を通る良い比例関係が認められたが、 EPOレセプターの少ないことで知られる

BFU.Eとの聞には有意な相関はみとめられなかった(Fig.12).さらに CFU.E数と僻臓細胞の

EPO・bindingとの問にも良い相関関係が認められた(Fig.12)・このことは EPOレセプターの

上自加は CFU.E数の増加に起因していることを示している.

Rh.EPOの投与は僻臓でのみ CLupの猶加を示し、脅髄での CLupの増加はわずかである.

本研究では牌臓特異的な CLupのup.regulationが徳的細胞である CFU.Eが骨髄から牌臓へ

移行したことに起因するという仮説を立て、この仮設の検証を試みた.1111n.rh・EPOを静脈内

投与し、 EPOレセプターによる RMEを利用することにより CFU.Eをll11nにより標識した.

I11In.rh.EPOの骨髄中放射能は対照詳においても経時的に減少したが、過剰量の rh.EPO投与

により対照群に比べ、減少は有意に促進されたσig.13)・血球中の放射能は逆に上昇していた

ことから、骨髄中 CFU.Eが‘ rh.EPOの刺激により CFU.Eのまま、または、より分化した形

で血液中に放出されたと考えられた(Fig.14).一方、勝目鼠中放射能は過剰量の rh.EPO設与に

よる上昇は観察されず、むしろ、わずかではあるものの対照群に比べ有意に減少した。 このこ

とから上記の仮説は否定され、牌臓のみで観察された up.regulationの原因は rh.EPO投与に

よって、骨髄に存在していた CFU-Eの牌臓への移行が促進されたためではないことが示唆さ

れた.また、他の臓器中放射能は rh.EPO処置により変化しなかった(Fig.14)。

"H.thymidineを投与し、増娘細胞を標識した場合、 3H-thymidineの骨髄中放射能も過剰量

のrh-EPO投与により対照群に比べ、有意に減少したσig.15).一方、牌臓中放射能は過剰量

のrh.EPO投与により対照群に比べ、有意に増加した.この結果は 3H.tby皿 dine原議された

何らかの鳩殖細胞の他臓器から牌臓への移行が EPOにより促進されたことを示唆する.

CFU.Eばかりでなく BFU.Eも増殖細胞であることから、新たな仮説のーっとして、骨髄中の

CFU.Eよりも幼若で、 EPOレセプターをわずかにしか持たない BFU-Eが、牌臓に移行し.

そこでCFU.Eに分化したことが考えられた.

関lA誌で地力目した欣射能が BFU-Eによるかどうかを明らかにするために. Percollを用い、

CFU-Eと BFU.Eを比重によって分離することを試みた.無処鐙ラットの iso!atedbone 

m紅 rowcellsをPercoUにより分画し、各フラクションの両組IJ胞数をコロニーアッセイで測定

したσig.16).ラット骨髄中 BFU.E，CFU-Eはそれぞれ比重1.050および1.065に存在し、

比重の違いにより CFU.EとBFU.Eを分間住できることが明らかになった(Fig.16)・

予め 3H.thymidine を投与したラットを rh.EPO 処間後、 ß~lll践を経l時的に採取し、JI!1!n線網
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l胞を同じ方法により分翻した.処i位L. 2 日後のH(I!~では BFU-E に相当する分間の放射能が

対照宮下に比べi(1JJ日していたが_CFU-Eに相当する分闘の放射能の熔JJ日はわずかであった.処

置3‘4日後では、 BFU-Eに相当する分極iの放射能の増加はわずかであり. CFU-Eに相当す

る分画の欣射能の増加が認められた(Fig_17). BFU-EがR*師事に移行し、 CFU-Eに分化したと
考えられた.

3H-thymidineにより地嫡細胞を僚議した後ー rh-EPO処置を行い、 rh-EPO処置2日後の脚

臓細胞をPercollを用い.比重のi金いにより分箇し、 BFU-Eに祁当する分画の細胞を得た。こ

の制IJ胞をラットに投与し、*ru-.~中般射能を経時的に調べた.投与初期lには肺、肝織に多く分布

したが経階的に減少した(Fig_18)。牌撚は経時的に地加し設与 2411寺間後の欣射能は投与量

の約 18%であった。この値は、肺、肝臓よりも高かった。骨鎚においてはいずれの時間におい

ても検出限界以下であった.BFU-Eは血液を介して、牌臓に特異的に居着くことが示唆され

た。
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考察

Rh-EPOの投与により、骨髄、牌臓において CLupの一過的な down司regulationがみられ.

その後、牌臓では up -，'egula tionがみられた(1章)， EPOレセプターは主に CFU.Eにみられ

ることから‘ CLupのup-regulationは、目中臓における CFU.Eの泊加によるものと推測した.

実際、 M![践における '~5 1-rh-EPO の CLup と CFU-E 数との問に相闘を見出し、さらに CFU­

E数と '25I-rh.EPOの牌臓細胞への bindingとの聞にも良い相関が認められた(Fig.12)，この

ことからJ!!Il臓における CLupの地加は細胞当たりのレセプター数の地jJ日ではなく、僚的細胞で

ある CFU-Eの地)J日によるものであることが明らかになった.同段な CFU-E数のi泊加による

レセプターの up.四割lationは内因性 EPOの噌加時においても観祭され、赤羽らは、貧血に

よる内因性EPOの地加に{半う骨髄中 CFU-Eと骨髄細胞への '251.rn-EPOの結合との問に良い

相関があることを報告した.このような高濃度EPO存在下における標的紛i胞数の増加は EPO

消失効率の噂加につながることから、 EPO~態度維持のための一つの ho皿eostaticregulatorで

あるのかもしれない.同様な現象は Q-CSFにおいても認められ、桑原らは Q-CSF誘導体

narlograsti皿役与後、骨鎚.牌臓中の G.CSFレセプターの一過的な down-regulationがみら

れ.s卑臓においては.その後 up-regulationがみられることを報告した(30-33)，この up-

regulationはQ-CSFレセプターを持つ好中球の牌臓での培加に起因していることが示唆され

た。このように G-CSF投与によるレセプターの up-regulationにおいても targetceUの増加

が原因である.

本研究で骨位、脚臓における CLupの up-regulationのかかり方の途いが標的細胞である

CFU-Eが骨髄から1車線へ移行したことに起因するという仮説を立て、 "lfn-rh-EPOを静脈内

投与し、組織中放射能を経時的に測定することにより、この仮説の検証を試みた(Fig.13)， EPO 

レセプターは主に CFU-Eに存在し、出I-rh-EPOはRMEにより細胞に取り込まれることが知

られている， "'ln-rh-EPOを静脈内投与することにより '"In-rh-EPOはRル包によりCFU-

Eに取り込まれると考えられる.細胞内に取り込まれた '''Inは細胞内の ferritinといった鉄

結合性タンパクに結合し、細胞からの e但山 は緩めて遅いと考えられている.実際この '1110

の性質を利用して.各種タンパクを "'lnで原識し、タンパクの CLupのす判加に利用されてい

る(4)，本研究において、 '"In-rh-EPOを用い、 invivoで、 EPOレセプターによる RMEを

利用することにより CFU-Eを"'1nにより標識することを試みた(Fig.13)."'In.rh.EPO投与

12時間後の骨髄中放射能は騨臓中放射能の約 20僚であり(Fig.13)、この値は '251-rh-EPOで

す刊日した CLllPの比(約 13倍)に近い俗であった(1 tl'i) ，さらに、過剰量の rh-EPO投与に

より、"'In-rh-EPOの骨髄、牌臓への分布は阻害された (datanot shownl。これらのことよ

り、'lIIo-rh-EPOにより CFU.Eが特集的に様議されたと考えられた."'In-rb-EPOの骨鎚中

放射能は対11，日群においても経時的に減少したが、 過剰量のrb-EPO投与により対!l日苦手に比べ、

減少は有意に促進された(Fig.13)，僻臓中放射能も対照群に比べ有意に減少した。これらの結

架はEPOが両臓器ともにおいて、 CFU.Eの敏出を促進することを示唆する。このことから上

記の仮説は否定され、 牌臓のみで観察された up-regulationの原因は rb-EPO投与によって.
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骨髄に存在していた CFU-Eの脚臓への移行が促進されたためではないことが示唆された。

JH-tbymidineを投与し、地嫡細胞を傑識した場合、 "H-thymidineの骨倣中級射能も過剰j盈

のrh.EPO投与により対照i洋に比べ、有意、に減少した (Fig.15)，一方.腕1臓中放射能は過剰監

のrb-EPO投与により対照群に比べ、有意に.1¥'(1加した.この結裂は 3H.tbymidjne標;議された

何らかのI曽綴細胞が EPO投与により他の繊滋から1卑般に移行してきたことを示している.

Nijhofら(50)はrh.EPO役与により‘マウスの符鎚中 BFU.Eが減少し.n車臓中 BFU・8が上曽
jJ日するという事実より、 rb.EPOにより BFU.Eの骨飽から牌脳への再分布が起きることを示

唆している。そこで新たに.骨髄中 BFU.Eが、勝臓に務行し‘そこで CFU.Eに分化・鳩殖

することにより脚臓のみで up-regulationがみられると仮定した.本研究ではこの仮説をより

directに証明するため、 3H放射標識された細胞の牌臓への移行の kineticsを測定することを

試みた(Fig.17)，ラットのBFU・E.CFU.Eの比重は明らかでないが、マウスのBFU-E，CFU.E 

は比重が異なることが示唆される (49)・1車臓でi曽加した放射能が BFU-Eによるかどうかを明

らかにするために.Percollを用い、 CFU.EとBFU.Eを比重によって分離することを試みた.

ラット管鎚中 BFU・E.CFU.Eはそれぞれ比重1.050および1.065に存在し (Fig.16)、それ

ぞれヒト.マウスの CFU.EとBFU-Eの比重に類似していることが明らかになった (42，49)，

隣臓細胞を Percollにより分画した結果、処置 L 2日後の牌臓では BFU.Eに相当する分画の

放射能が培加し、処置3、4日後では‘ BFU.Eに相当する分画の放射能の地加はわずかであり、

CFU.Eに相当する分函の放射能の地加が認められた(Fig.1η. BFU.Eが牌臓に移行し、

CFU.Eに分化したと考えられた.

この仮説を検証する目的で BFU.Eが牌臓に選択的に移行することを証明することを試みた.

3日ーthymidineにより標識した BFU.Eに相当する細胞をラットに投与し、組織中放射能を経時

的に調べた.投与初期には目市、肝臓に多く分布したが、これは非特異的な分布と思われる.な

ぜなら、この分布は経時的に減少したためである(Fig.18)，これに対し、昨臓は経時的1::精力日

し.24bでは他臓器よりも高かった。 BFU-Eは血液を介して、牌邸主に特異的に居着くことが

示唆された。骨髄の政射能はいずれの時点においても検出限界以下であったが、これは BFU.

Eが骨髄に移行しないことを意味していない。なぜなら.投与放射能が少ないこと、大腿骨か

ら得られる骨髄量が極めて少ないことが、検出限界以下になった理由かもしれない.BFU.E 

に相当する細胞の肝臓、肺への分布は毛細血管への非特異的なひっかかりかもしれない。水野

ら(45)は、ガン細胞が姉、肝臓に多く分布し、その分布は細胞の大きさに起因する毛細血管へ

の物理的なひっかかりに起因することを示した。 BFU・Eの牌蹴への特異的な定着のメカニズ

ムは明らかでない。本研究では、 c.kit(ste皿 celIfactor receptor)のmutationマウス何IfW'マ

ウス)では、 rh.EPOによる牌臓の 125I.rh.EPOのCLupのup-regulationがみられないことを

報告した(21li)，この結果は up.regulationに c.kitが必須であることを示唆している。この

WlWvマウスの結果より.BFU.Eの料臓への定着に以下のメカニズムが推測される. c.kitの

ligandである stemcell factorは造血微小環境を形成するストロマ細胞に膜結合型蜜白として

存在している (11).正常骨髄細胞.肥満細胞の c.kitはstemcell factorに結合し、その作用

で、それら細胞表簡のインテグリンが活性化し‘造血微小環境内の細胞表面か extracellar
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matrixに存任するフィプロネクチンとの結合性が噌加する (6. 27)。この結合はこれら細胞

の迩血微小底i境内での安定性を上昇させると考えられる。 W川"マウスの細胞は c-kitの

mutatlOl1により、インテグリンの活性化がみられず、フィブロネクチンに結合しない (23) • 

以上を考慮にいれると、骨鎚から遊間推した BFU-Eは牌臓にいき、正常紛IJ胞では畔獄中の s回m

cell factorに結合し、インテグリンの活性化によりj伴臓内のフィプロネクチンに結合するが.

W爪"マウスの細胞では stemceU factorと結合した後、インテグリンの活性化がおきないこと

により目車臓に居着かないと考えられる.

EPO投与により牌臓において対照ラットに比べ‘ BFU-Eの地加が認められた。 EPO投与に

より骨髄中 3忠 七hymidine緩識増殖細胞が減少すること.BFU-Eは骨髄‘牌臓.血液以外の臓

器において認められないことから、牌臓において地加した BFU-Eは骨髄からきたものと考え

られる。従って、 EPOによる牌臓での BFU-Eの上昇の理由は(i)BFU-Eの骨鎚からの release

が増えた(ii)BFU-Eの牌臓への定着がEPOにより促進したという 2つの可能性がある.後者

の可能性は unlikelyである。というのも BFU-Efractionの細胞の牌臓への分布は EPOによ

り促進されない.前者の可能性が強い。長近、末梢血中 BFU-Eのc-kit発現は骨髄中 BFU-E

での発現量に比べ少ないことから、骨髄からの BFU-Eの遊離にも c-kitの関与が示唆されてい

る(65).c-kit欠煩マウスで up-regulationが観察されなかったという先の結果を考慮すると、

c-kitを介したBFU-Eの骨髄からの放出が up-regulationに必須であろう.EPO役与がBFU-E

の骨髄からの放出をどのように促進したか、その分子メカニズムは不明である.今後さらなる

検討が必要である.

111111標識タンパクは取り込まれた臓器中に "'In放射能が滞留する(4)・すなわち、 臓器中放

射能の量比が、そのタンパクの消失lこ対する寄与率を示していると考えられる。 EPOは飽和

性と非飽和性クリアランス機情により.消失している。飽和性クリアランスは骨髄、 牌I院によ

る R~1E である こ とを明らかにした(1章) .非飽和性クリアランスに一部腎院が関与してい

ることが示唆されている(1輩、 26)が.11也の臓器の寄与については明らかになっていない。

l111n-rh-EPO投与36時間後の放射能は筋肉、皮膚にそれぞれ 15%，9%分布している.この分

布量は骨髄の 12%とほぼ同等な値であり、 この l111n-rh-EPOの筋肉、皮膚への分布は筋肉、

皮膚が rh-EPOのクリアランス部位として機能していることを示唆している.しかし、 1251標

識体を用いた実験では、投与24時間後の筋肉、皮膚の放射能はそれぞれ 0.8%，6%であり、

ほとんど分布していない(66).125I標識タンパクは代謝を受けると放射能が細胞外に effluxさ

れることから、このi時間では既に大部分代謝されていると考えられる.さらに、ラットに rh-

EPOを皮下投与した時のバイオアベイラビリティ (AUCscfAUCiv)が約 0.5である (21)こと

からも、筋肉、皮膚での代謝が示唆される.

これらの結果から、 rh・EPO処訟により先ず骨髄中の BFU-Eが血液中に欣出され、 料臓に

砂行し、そこで CFU-Eに分化、地殖することにより、 脚際で著しい CFU・Eのi曽加が認めら

れたと考えられた.騨臓における CFU-Eの増加により.s卑臓中 EPOレセプターが地力日し、

125I-rh_E.POのCLupの地加が認められたと考えられる.本例はレセプタ一介在性クリアラン

スの up-regulationが細胞のmigration及びその後の分化地殖によることを実証した初めての
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例である。
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respectively， Comparisons of means were periormed us凹 gone.way analysis of variance 

followed by Tukey's test. The asterisk repl'esents the signmcant difference compared to 

the value in control raぬ(P<0.05)
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Fig. 15 The change of 3H-radioactivity in bone marrow(A) and spleen(B) following 

treatment with(・)or without(O) rh-EPO. Rh-EPO， 25μg/kg， was administered 

intravenously to rats both at 12 h and 60 h after intravenous adminisrration of sH_ 

tbymidine. Vallles represent the 3H-radioactivity in whole organ， normalized by the 

iajected dose，叩 dare sho¥Vn as IDeao土 S.D.for・3rats. Compal.isons of IDeans were 

performed llsing one-way analysis of variance followed by Tukey's test. The asterisk 

repl.esents the significant difference co田paredto the value in control rats(p<0.05). 
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Fig. 16 Fractionation of CFU-E and BFU-E企omisolated bone marrow cells by 

centrifugation through a PercoU density gradient. The number of CFU.E and BFU.E in 

eacb仕actionwere measured by colony assay. The closed cu:cle shows the density 

markers. 
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Fig. 17 The change of 3H-radioactivity in仕actionsfl'OIIl isolated splenic cells by 

centrifugation thl'ough a Pel'coll density gl'adient during l'h-EPO tl'eat皿ent. l'h.EPO， 25 

~gfkg， was ad ministel'ed intravenously to rats both at 12 h and 60 h a氏erln位avenous

administl'atioll of 3H-thymidine. Splenic cells were isolated at 1 (A， B)， 2(C， 0)， 3<E，め，

and 4(G，町 daysa丘町3H-thymiruneadministl'ation from control (B， 0， F， H) and rh-EPO 

treated (A， C， E， G) rats and ti:actionated by centl'ifugation through a Percoll density 

graruent. The open square l'epl'esents the 3H-radioactivity， the closed cil'cle shows the 

density mal'kers 
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Fig. 18 'H-凶 dioactivity凹 spleen(・)， !iver(O)， lung(6) and kidney (・)in raLS a氏er

intl'avenous administration of the SH-thy田idinelabeled cells in BFU-E fraction. The 3H 

tby皿idine-labeledsple山 ccells in BFU-E fraction were obtained from rats 2 days after rh-

EPO・treatment，and injected intravenously into untJ-eated rats. No 3H-rad_ioactivity was 

detected in blood and bone皿arrow. Values represent the 3H-raruoactivity in whole organ， 

normalized by the回.jecteddose， and a工eshown as皿ean土S.D.1'01' 3 rats. Comparisons of 

means among liver. lung and spleen at 24 h after administration were perfor皿edusing 

one-way analysis of variance followed by Tu.key's test. Another independent experi皿ent

was perfor皿edand a similar resul七wasobtained 
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'I'ABLE 6 Effect of EPO.treatmenta1 on ceU numbers and tissue uptake clearance 

io spleen. 

spleen weight CFU司E BFU.E CLUpb) 

ill2 (I5x105cells) (l5x10ocells) (mVg tissue/h) 

control 0.795 59 13 0.350 

(0.106) (9) (2) (0.068) 

1 flglkg 0.894 122* 13 0.710* 

(0.191) (19) (3) (0.049) 

5μglkg 1.353* 198* 15 1.11* 

(0.140) (38) (3) (0.30) 

25μg/kg 1.852* 301* 31* 1.43* 

(0.151) (22) (4) (0.08) 

Each value represents mean(S.D.) of three rats. 

a) Rh.EPO was administered t:I.町ce over fOllr days to rats at the dose of 

0， 1， 5 and 25μg/kg. 

b) 'I'he CLllP was obtained from reference 19. 

*. signi且c阻 tdifference from control(p<O.05) 
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4章

lmmunological Response to Repeated Administration of 
Recombinant Human Erythropoietin in Rats: 
Biphasic Effect on its Pharmacokinetics 
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要約

125I-rh-EPOをラットに反復皮下役与したときの、 125r.rh-EPOの体内動態の変動につい

て検討したo 120!.rh.EPOを遡 l回4回にわたって皮下投与した際、 10例中 8例のラット

で、 4 回自殺与時の凪l~走中濃度はほとんど検出されなかったが、残り 2 例は対照ラットと

同等かそれ以上の地加がみられた。 12'I.rh.EPOの代わりに vehicleを3回投与した対照ラ

ットでは IZ5I-rh.EPO投与 1回目と岡緩の血策中濃度推移を示したo 1251・rh.EPO反復投与

群ではすべての倒体で抗体が検出された. 2例はいずれも残り 8例よりも抗体昆が少なか

った。種々の voJumeのラット抗rh.EPO抗臥清をラットlこ静脈内投与した後、 1251・rh-EPO

を0.1μglkg紳脈内投与し、血策中 TCA沈殿函分放射能雄移を調べた.抗 rh.EPO抗血

清を地やすに従い、 T1I2(自). MRTは有意に延長し、 CLtotalは減少した.さらに抗 rh.

EPO抗血清の投与量を地加させると Tl/2(向、 !VIR'Iは逆に短縮し、 CLtotalは地加した。

これらの結果は、抗体の産生量が rh-EPOのpharmacokineticsにbiphasicな影響を与え

ることを示唆した.すなわち、少量産生された場合は CLtotalは減少し、 EPOの血中滞留

性は糟加するが、大量に産生された場合は、 CLtotalは増加し、 EPOは血中から速やかに

f自失することが示唆された.
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緒言

EPOは， G-CSF、GM-CSFといったものを含む血液造血因子の 1つであり、主に腎臓

において産生される分子量 30kdの絃タンパクである(28).EPOは‘主に CFU-Eに作用し、

分化・上回植の促進作用を有する。現在. rh-EPOは慢性腎不全怠者の貧血治療薬として使

用されている.これらの患者では EPO産生が低下し.貧血を呈していることから.rh-EPO 

の投与により貧血の著しい改善が認められている。

多くの生理活性ペプチドは RMEを受け‘体内!fiIJ態が非線形性を示す(38，5o)ことが明ら

かになりつつある。 EPOもR恥回により消失するため、 pharmacokineticsが非線形性を

示すことを明らかにしたい叢).その研究において、 rh-EPOの役与により、標的峨箆にお

けるレセプタ一介在位取込みの down-regulation，up-regulationがみられ、これらにより

rh-EPOの体内動態に変動がみられることを見いだした.これらの実験は、 1週間以内の短

期なものであり.抗体の影響は少ないと考える.しかし、 生理活性ペプチドは前臨床試験

において.マウス、ラットといった異極動物で薬効、安全性、薬物動態等を舎利節しており、

長期にわたる試験も必要である a しかし.ヒト型生理活性ペプチドを臭事E動物に投与する

ため、長期にわたる試験においては抗体が産生され、生理活性ペプチドの薬効を著しく減

少させることがある.rh-EPOの場合もマウスに繰返し投与すると、薬効の著しい減少が

みられている(5)・生理活性ペプチドに対する抗体が産生された場合の、それら生理活性ペ

プチドの体内動態を明らかにすることは薬効、安全性を評価する上において極めて重要で

ある.本研究において、抗体産生がrh-EPOの体内動態に影響を与え、その影響がbiphasic

であることを報告する。
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結果

l'51-rh-EPOをラットに週 1困4固にわたって皮下投与したときの、 lおよび4回目にお

ける血旋中濃度推移を Fig_19に示した。 J2"I-rh・EPO初回投与時の血疑中免疫反応性放射

能はすべてのラットにおいて投与後 10.12時間後に最高血策中濃度を示し、以後約 10時間

の半減期lで減少した (Fig.19) .しかし. l'''I.rh.EP04回投与l侍の血紫中'l'CA沈殿画分

放射能は、 No.6.9のラットを除き、ほとんど上昇しなかった(Fig.19). J25I.rh.EPOの代

わりにveh.icleを3回投与した対照ラットでは J25I.rh-EPO投与 1回目と同様の血策中濃度

推移を示した (Fig.19) .抗体の有無を調べたところ、 l2&I.l・h-EPO反復投与群ではすべ

ての個体で抗体が検出されたが、対照君事では検出されなかった.

4回目投与後の際にも血E走中濃度の上昇がみられた No.9の投与 10時間後の血燦のゲル

総過パターンをみると.dll撲中の欣射能の大部分は l'5I.rh.EPOよりも高分子量フラクショ

ン (2.32-669kd) 1::溶出された(Fig.20).血E走中濃度の上昇がほとんどみられなかった

No.5のラットの血策中ではほ"I-rh-EPO、高分子量フラクションともにほとんど放射能は

みられず.ヨードイオンのi容出位置に相当するフラクションにのみ放射能が認められた

(Fig. 20) .対照ラットの血紫では主に口5I.rh.EPOに相当する放射能とヨードイオンに

相当する放射能が認められた (Fig.20). J25I.rh.EPOと各ラット血清中の immunoglobulin

との結合を immunoglobulin抗体を用いて測定した。 Fig.21にScatchardplotを'l'able7 

に結合パラメータを示した。血集中濃度の上昇しないラットの血清は.上昇したラット

(No.6，9)の血清1::比べ、 Bmaxが大きい値であった('l'ablei) • AUCo酬と B田部と

をプロットした (Fig.22) • AUCO.'8hの高い 2例はいずれも B田部が低く、それらの B血出

よりも高い Bmaxを持つラットでは AUCO.48hは極めて低かった (Fig.22) .すなわち、

ある濃度以上の抗体がlIi:生されると一気にクリアランスが上昇したことが示唆された (Fig.

22) • 

ラット抗 rh・EPO抗血清をラットlこ5.50，500μI静脈内投与した後、l20I-rh-EPOを0.1

μglkg静脈内投与した時の血築中 'l'CA沈殿繭分放射能推移を Fig.23に示した.抗 rh-

EPO抗血消を 5，50μ 1とI曽やすに従い ω 'l'1}2(日)は 3.15hから 4.66h，7.30hへ有志:に延

長し、さらに抗 rh.EPO抗出l消を 500μ lに増加させると、 3.81hへ短縮した(1'able8). 

クリアランスは抗 rh-EPO抗血消を 5.50μ !と地やすに従い、16.6mllh/kgから

10.5mνh/kg， 6.70mlllゾkgへ有意に減少し.さらに抗 rh.EPO抗血清 500μlに地加させ

ると、 21.4ml1νkgに増加した('l'able8)。分布容積は抗 rh.EPO抗血消の投与による変

動はみられなかった(Table8). 
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考察

近年、遺伝子組換え技術の急速な進歩によりとト慰生理活性蛋白.ペプチドが治療薬と

して使用されてきている。しかし、生埋活性ペプチドは前臨床試験では、ヒト型の蛋白を

動物に投与することになる.従って、抗体の産生が懸念される。本研究で、抗体の産生に

よる pharmacokineticsへの影響が biphasicであることを明らかにした.

1'51.，・h・EPO1μg!kgをラットに週 l回， 4固にわたり反復皮下投与したときの血艇中

濃度惟診について検討した(Fig.19)。その結果.全てのラットに抗体が産生され、抗体の

産生に起因すると考えられる体内勤怠の変化が認められた(Fig.19)。今回の結果から 2つ

の場合が認められた.すなわち 4回目投与後の血策中 TCA沈j鍛函分放射能推移はほとん

どのラットで l巨l目投与後あるいは対照群の各推移を下回ったが、 10個体中 2個体(ラ

ット No.6および No.9)に関してはこれらと異なる放射能推移を示した(Fig.19)。このよ

うに抗体が産生された場合、血中安定性を著しく低下させるケースと低下させないか、む

しろ培加させるケースがあることが明らかになった。 rh.EPO以外の他のタンパク質に|到

する限り、抗体の産生と pharmacokineticsの関係についてはいくつかの報告がある.牛

血清アルブミン (BSA) により抗体(IgG)を産生させたラットにおける 1261.BSAの TCA

tt澱商分放射能の血中消失半減期は、 対照ラットでは 24hであるのに対して 6minと著

しく短く、 これは血中で BSA-IgG複合体がつくられ、 肝細胞にとりこまれたことによ

ると報告されている(64).また‘ eelcalcitoninを反復投与し、抗体がE室生された患者の

calcitonin投与後の血清中 calcitonin濃度は抗体が産生されていない患者よりも著しく高

いことが報告されている(60)。さらに rINF.α2Aでは 28日間の連続筋肉内投与により

大部分のラットに中和抗体が産生され、 抗体価の高いものは著しい血中濃度の低下がみら

れたものの、 抗体価の低いものは血中濃度が上昇していた(61)，このように、 抗体が産

生された場合の血中動態は血中からすみやかに消失する場合と持続的に維持される場合の

2つの場合があることが示唆される.

これら異なる血疑中放射能濃度推移を示した原因として、 1'6I.rh.EPOと抗体の総合性の

違いが考えられる。そこで、血集中での口5I.rh.EPOの存在状態をゲルろ過クロマトグラ

ムにより調べた(Fig.20)。その結果、 No.9のラット血策では分子量 232k.669kに免疫後

合体のダイマ一、 トリマーの分子震に相当する高分子が認められ、遊離裂の 126I-rh.EPO

はほとんど認められなかった(Fig.20).このことは抗体産生が血中安定性を低下させなか

った No.9のラットにおいても 125I_rh.EPOは抗体と結合した状態で血中に存在している

ことを示している(Fig.20)。一方、抗体の産生によって血中安定性が著しく低下した No.5

のラットにおいてはほとんどが分解物として存在し(Fig.20l、血中に入ったあと著しく安定

性が低くなったと考えれば説明可能である.免疫抱合体の観察されなかった ratNo. 5の

l血中にも抗体は存在しており、その濃度はむしろ復合体の観察された ratNo.9よりも高い

レベルであった (Table7) • j{ljち、各抗体の Bmax，Kdについてラ yトI昔1で比較したとこ
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ろ (Pig.21)‘血中安定性が低下しなかった 2例では、他の 8例に比べ Bmaxが低下して

おり、親和性よりも結合昆のi藍いが動態を変動させている要因であることが示唆された

(Fig.21，1'able η.抗体の産生が低い場合には、血中安定性が維持され、高いレベルになっ

た場合に著しく安定性が怒くなることが示唆された。

このことは次の結果からも直綾証明された。すなわち、ラット抗 rh-EPO抗血消を 5，50

および 500μ i投与したラットに l'5I-rh.EPOを青HJft内投与した後の、Jfrl疑中 TCA沈殿
画分放射能の T1I2(s)は、抗 rh.EPO抗血清の投与量を 5，50μlと婚やすに従い‘対

照君事に比較して延長し、更に 500μ lにJ替やすと逆に対照群より短くなったσig.22， 

Table 8)。また、 CLtotalについても T1/2(s)の結果と岡織に、抗 rh-EPO抗血消の役

与f立5，50μlでは小さくなり、 500μlでは大き〈なったσig.22， Table 8)。さらに抗

rh-EPO 抗血清を 2ml投与したでラットは T1/2(白)が 0.08b， Tl/2(β)が 2.35hと

非常に短くなり、 CLtotalも47.2m凶Ikgに増加した(datanot sbown. n=I).以上の結巣

から、抗 rh-EPO抗血清投与鼠が少量のときには， Tl/2(s)は延長し、 CLtοtalは減少す

るが、さらに抗 rh-EPO筑血清投与査が培えるに従って、 T1I2(s)は短縮し， CLtotalは

増加することが明らかになった.

抗原と結合した抗体のクリアランスは、抗原抗体複合体の大きさの大きいもの(トリマ

ー以上)は数分以内に肝臓によって除かれるため小さいもの(モノマ一、ダイマー)に比

べ消失が速いことが報告されている (53)。従って抗体震により phar血 acok.ine ticsへの影響

が変化する原因は次のように考えれば説明できる.抗体の量が少ない時、 l'.r-rh-EPOは

抗体と結合しモノマーあるいはダイマーの型で存在し、この複合体は EPOのクリアラン

ス機精による消失から免れるため、 125I-rh-EPOのクリアランスが小さい.一方、抗体量が

多い場合、 125I-rh-EPOと抗体はトリマー以上の高分子複合体を形成するため、肝臓で速

やかに取り込まれ分解される.モノクローナル抗体投与後 rLFNを投与すると血紫中濃度

が持続し、 AUCが約 15倍になるという報告(14)やモノクローナル抗体と rIL.2を静脈

内投与したとき rIL-2単強で投与したものに比較して CLtotalが約 1/6に低下したという

報告がある(56)・モノクローナル抗体では、モノマーの抗原抗体複合体のみ形成される固

モノクローナル抗体ではクリアランスの減少のみがみられ、クリアランスの地加はみられ

ないと考えられる.

生llIl活性ペプチドを医薬品として開発する場合、臨床、非臨床ともに抗体のE互生される

可能性ある.ligandと結合し、 ligandとreceptorの結合を阻害する抗体いわゆる中和抗体

が産生されたことにより薬効が低下することが考えられる.しかし、 l'eceptorを阻害しな

い抗体がilE生されても、その量次第で高分子量の免疫懐合体が形成され、 dll液中から速や

かに消失することにより薬効を示さない可能性も考えられる.我々の今回の研究において

も10例中8例でこの現象が見られている。一方、 10例中 2例においてみられた抗体の度

生虫が少なく血中での安定性が鳩すような場合は単純ではない.Eel calcitoninを反復設与

し、抗体がN，:生された患者でrfil燦中 calcitorun濃度の上昇がみられ、血中カルシウム濃度
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の低下もみられている(60).このことは.たとえ抗体が産生されても、血中から除去され

るほどのレベルでなく、しかも抗体が ligandのreceptor結合を阻筈しない場合には免疫媛

合体は薬効を示す可能性があることを示している。このように生理活性ペプチドに対する

抗体の産生とそれに伴う生理活性ペプチドの体内動態の変化を明らかにすることは薬効、

安全性を評価するよにおいて短めて重要である.
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Fig.21 Binding of I2.I-rh-EPO to immunoglobulin in serum obtained色・omrats given 

repeated subcutaneous administration of 12.1-1"h-EPO. lndividu.al rat serum was 

obtained 96 h after the 4th ad血血istration ロ司-rh-EPOwas added to seru皿 diluted

10000-fold. The mixture was allowed to stand for・4h， then incubated伽 1h with Bio 

Mag Goat anti-Rat !gG and centrifuged at 3，000 rpm for 10 nlln. Five hundred μl 

supernatant and the precipitated fraction were counted in a gamma counter. Binding 

parameters are shown羽 Table7. Solid lines we四 ob国皿edby fitting using Eq. 9. 
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Fig. 23 Effect of pretreatment with ant1-.rh-EPO se山皿 onphar皿acokineticsof 12'1_ 

rh-EPO. 125I-rh_EPO was ad血inisteredat the dose of 0.1μg!kg to rats treated with 

叫阻ti-rh-EPOserum， the volume used be河川0).5(口)， 50(.6)， and 500(.)μ 1. 

Plasma concentrations of TCA.precipitable radioactivity was 血easured.

Pharmacokinetic parameters are shown in Table 8. 
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TABLE 7 Bmax and Kd [or 125I-rh-EPO binding to 19G fraction 国 rat

serun】

RatNo Kd Bπlax Bmax/Kd 

(pg/ml) (ng eq. 01 rh-EPO/ml) 

NO.1 697:t47 3270:t460 4.69 

NO.2 538:t165 490士90 0.91 

NO.3 1150:t260 1360:t200 1.18 

No.4 825:t121 900:t86 1.09 

NO.5 872:t89 4030:t270 4.62 

NO.6 2120:t2360 254:t200 0.12 

NO.7 451:t58 3060:t240 6.78 

NO.8 491:!:76 1450士130 2.95 

NO.9 386:t180 156:t44 0.40 

NO.10 555:t42 1450:t60 2.61 

Each value represents the calculated田ean:tSD
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TABLE 8 Pharmacokinetic paramete四 after intravenous administration of 

125I-rb-EPO at the d.ose of 0.1μglkg to rats treated with rat anti-rb-EPO ser山n，the 

volume used being 0， 5， 50， and 500μ 1. 

dose volu円1e T1/2(α) T1/2(s) Vc AUC CL'c'al 

似1) (h) (h) (ml/kg) (ng eq. h/ml) (ml/h/kg) 。 0.23 3.15 49.1 6.18 16.6 
(0.05) (0.49) (4.1) (1.16) (3.0) 

5 0.23 4.66 46.6 9.53* 10.5* 
(0.05) (1.04) (3.0) (0.37) (0.4) 

50 0.25 7.30* 46.6 15.0* 6.70* 
(0.07) (1.92) (3.7) (1.3) (0.58) 

500 0.17 3.81 51.6 4.73 21.4 
(0.05) (0.56) (5.5) (0.56) (2.5) 

Eacb value represents the mean (SD) of 3 or 4 animals. 

合:signmcant difference企omcontrol(p<0.05)_ 
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結論および今後の展望

本研究により、ラットにおける EPOの血中からの消失は飽和性クリアランス機構と非飽

和性クリアランス機憾の2つの機織からなることが明らかになった。 EPOの非線形クリア

ランス機械はKm値がEPOレセプターのI<d値に類似していること、骨髄騨臓における

組織取り込みの down-regulationおよび up-regulationが認められ、これらはいずれも

RMEに特徴的な現象であること.レセプターを持つ CFU-E数と CLupが相関することか

ら EPOレセプターを介した RMEによることが明らかになった.さらに、 EPOにより

BFU・Eの骨髄から牌臓への皿igrationが促進され、この皿19raれβnに起因した EPOレセ

ブターの up-regulationの臓器問差が見られることが明らかになった.この標的臓器にお

ける CLupのup-regulationにより CLtotalが増加し、 EPOの消失が促進したものと考え

られた.EPOは標的細胞に作用し、レセプター数を変動させ、 EPO自身のクリアランス

の変動因子になっていることが示され、これらのことより‘これらの細胞の変動が生体に

おける EPOのホメオスタシスを担っていると考えらた.また、抗体が産生された場合.抗

体のM生量により、消失の遅延あるいは促進という相反する2つの現象を示すことが明ら

かになった.

EPOの非線形クリアランス機構は標的細胞の EPOレセプターを介した Rl¥I1Eによるこ

とが明らかになり、この変動が薬効発現1::関係していることが示された.非線形クリアラ

ンスと業効発現とが密接に関係しており、各極貧血により内因性EPO濃度が異なっている

ことから、個々の条件における EPOの体内動態をより詳細に明らかにすることにより、唐

者毎の指摘な投与計薗を立てることができると考えられる。また、細胞の migrationの生

理的意義を明らかにし、その生体における造血軽量構を応用することにより、難治性血液疾

患の治療法を開発できるかもしれない.EPOにより細胞の migrationが促進されることが

明らかになり、造血細胞が特異的に造血組織に移行することが示された.W.川 vマウスの結

*から、この細胞の 凹igrationにc-kit(stemcell mctor receptor)が関与していることが示

唆されたが、このような細胞の臓器による認識性を明らかにすることにより、この認識性

を利用した臓緩特集的 Drugdelivery systemの開発にも応用可能と考えられる.今後、生

理活性タンパク、ペプチド以外の抗体等生理活性を持たず逆に阻害するような高分子も臨

床応用されると考えられる.ヒト型i立伝子組み換え体においても抗体産生が全くないとは

言い切れず、抗体が産生された場合の体内部J態の変動も注意が必要と恩われる.

タンパク、ペプチドといった高分子化合物の体内動態は未だ未知の部分が多く、本研究

でみられた細胞の m唱団tionに引き続く 、レセプターの up-regulationのような生理活性

に基づく体内動態の変動などもあり、今後も高分子化合物の体内動態の更なる検討が必要

と考えられる.
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1.実験材料

R h.EPOは中外製薬(株)で産生されたものを使用した. 125I-soruum iodine (17.4 

CjJmg)、1l11n-i.ndiumchloride、'H-Ihymidineおよび 12S[・erytbropoietin(raruoimmunoassay) 

は Amersham，plc(Amersham， Uめから腕入した. Iodo・Gen™(1， 3 ， 6-tetrachloro-3 ，6-

dipbenylglycouril)、 lmmunobead second antibody、proteinAおよびdielhy1enclTiamine-

N， N， N'， N"， Nぺpenlaacelic acid anhydride(DTPA)はそれぞれ Pierece Chemical 

Company(Rockford， IL， USAトBio.RadLaboratories(Ricb田ond，CA， USA)， Behring 

Diagnostics(La Jolla， CA， USA)およびDojindo(KY010， Japan)から腕入した.Hemoglobin 

B-test Wakonlは和光純薬 (Osaka.Japanlから購入した。 Percol1および densitymarker 

beadsはPharm拠出 Biolech，AB(Uppsala， Sweden )から隊入した。その他の試薬は特級品を用

いた.

2 標識体の調製

(l)'25I.rh-EPO 

出 I.rh-EPOはIodo.Gen/:去により調製した (24). 50μ gl回IのIodo.Genクロロホルム

溶液40μlをサンプルチュープに入れ、釜素気流により乾闘した.このチューブ1:::rh.EPO 

5-30μg( 1 mg/ml). 126I-sodium iodide(200μCi)5μl、500mmolllsoruum pbosphate 

buffer(pH 7.5)を混合した浴液の 30μlを加え、氷冷下、 2分間放置した. 1皿g/mlの

methioni問機液 100μlを加え反応を停止させた。この反応液を 120mg/ml rat serum 

albl1皿四・ 20mgl田Ipotassil1m iodideを含んだ50mmolllsodi山nphosphate buffer(p H 

7.5)300μlに加え、この混合液を SephadexG-IO colu血且(20cm x 1 cm I.D.)でゲルろ過

し‘目'I-rh-EPOを分取した.溶離主主に 0.1%恥veen20 and 0.05% rat serum albl1minを

含んだ 50血血0汎 sorul1皿 pbosphatebl1ffer(pH 7.4)を用いた。比放射能は 2.6・17.6μCiI

ιg、放射化学的純度は 93・97%(ゲルろ過法)であった.

(2)"11-rh-EPO 

rh-EPO溶液(800μg/ml)250μlにDTPAのDMSO溶液 (6mglml) 5μlを加え，室温で

30分間放置後， 0.05 % Tween 20を含んだ50mMHepes buffer(pH 7.0)を溶荷量液として用い.

Sephadex G-25(pD-IO，ファルマシア)で未反応の DTPAを除去し.DTPA-rh-EPOを分除した。

DTPA-rh-EPO 100 μ1(150 μ畠1mりに0.2M citrate-acelate buffer(pH 5.0) 100 μlを力日え。 さ

らに1l11nCJ， 200μCiを加え氷冷下30分放置後白 0.05%Tween 20を含んだ50mMHepes 

buffer(pH 7.0)を熔雌液として用い， Sephadex G-25(pD-I0，ファルマシア)で未反応の 1111nを

除去し，IIIJn-rh-EPOを分縦した。比放射能は 4.5μCiIμg、放射化学的純度は 98%(ゲル

ろ過法)であった。
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3.動物

雄性 Sprague-Dawley系ラット(JCL:SD，日本クレア、東京)，雄性 WBB6FI-WfWvお

よび WBB6Fl-+I+系マウス(日本エスエルシ一、静岡)を i週間以上.環境に馴化させ

た後、実験に用いた.ラットは7遇紛で.マウスは 8-9遡齢で用いた. 動物は飼育期間、

実験期間を通して恒狽 (24"C)、恒綴 (55%)下で飼育した.図形飼料(CE-2，日本クレア、

東問、水を自由に妓取させた.

4.血集中濃度推移

ラット 0.05%(W八相¥veen20 and 0.05%何れ乃四tse山田 albll皿IIIを含んだ生理食境液で

125I-rh-EPO(0.1， 0_25， 0.5， 2.5μg/ml)投与液を調製した。 rh-EPOを0.2，0.5，1および 5

μglkgの用量で大1M静脈カニューレから静脈内投与した (各段与群3匹)。血液をiIiIJJlJRカ

ニューレからへパリン処置したチュープに、投与 δ，15，30分‘ 1，2，4， 6， 8時間後に採取

した.インフュージョンの場合は、 20，40，200および 2000nglkgの急速静脈内投与に引

き続き、それぞれ 16，32， 160および 1600ngfkgfhの速度で定速投与した.血液はインフ

ュージョン開始 2，4， 6， 8時間に採取した.血液は 15‘000rpmで3分間遠心し、血撲を

得た.

マウス ;0.05%何I/V)τ'ween20 and 0.05%(W/V)田Quseseru皿albll皿Jnを含んだ生息食嵐
液で 1251-rb-EPO(0.24μg/ml)没与液を調製した. 125I-rh-EPOを 0.48/). gfkgの用量で

尾静脈内投与した.設与 5，30分、 1，2，4，8時間後にエーテル麻酔下、心服採血した.血

液は 15，000rp皿で3分間遠心し.血紫を得た.

5. I25I-rh-EPOの組織取り込み

0_05%の町八市¥veen20 and 0.05%何机1)rat serum albll皿in(マウスの場合は mouse

seru皿 albllmin)を含んだ生理食塩液で 12'I-rh-EPO(0.025-62.5μg/ml)段与液を調製し

た.ラットあるいはマウスに 12'I-rh-EPOを 005(マウスの場合は 0.1)ー125μgfkg(2 

mlfkg)の用量で尾飾脈内投与した.投与30分後にエーテル麻酔下.心臓採血した.R早臓

および骨髄(マウスの場合は大腿管)を採取した。血液はへパリン処置したチューブに移

し、 15，000 rp皿 で3分間遠心し、血疑を得た. 血疑 0.1mlおよび摘出血品世を直接ガ

ンマーカウンターで放射能を測定した.

6. rh-EPOのラジオイムノアッセイ

áIl~定を RIA buffer (8.1mM NazHPO，. 1.5miVI NaH，PO.， 2.7ml¥1 KCl， 0.8 % NaCl， 1 % 
BSA. 0.05 % Tween 20，0.1 % NaN 3 ;pH 7.2)でi菌室希釈し、その 100μ 1に抗anii1tの

15万倍希釈液 300μ lを加えて室温で一晩反応させた.次に‘出I-erythropoietin(2μ 

Ci/3200ml RIA buffer) 100μ lを加え 4時間室組で反応させた後、 immllnobead 

second antibody浴液 (4皿g/皿1)を 250μl加えて l時開室温で反応させた.生理食温
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液 2auで洗浄後 3，0∞I'pm，5分間遼心分離し、以;澱の放射能をガンマーカウンターで
測定した。

7. TCA沈殿函分放射能および免疫反応性放射能の測定

TCA t.t殿蘭分放射能の測定ー 25%TCA溶液 200μlおよび 1M NaF 150μIを血疑

50μl に加え、 10分間室温欣箇後， 3，000rpm 5分間遠心し、沈殿中放射能を測定し

た.

免疫反応性放射能の測定:200μ1 RIA bufferおよび 100倍希釈した antj.rabbit5er山E

200μlを血旋回 μlに)J日え. 1 6時間室温放置し、 5%protein A 100μ lを加えさらに

1時間放置した. 0.9% NaCl200μlを加え、 15，000叩m 3分間遠心し、沈殿中放射能

を測定した.

8. EPO処債の効果

1)短時間における rh-EPO処置の効果

rh・EPOを 1μgfkg皮下投与しー投与 4，10 ， 24， 48 時間後に 1~5I-rh . EPO 0.1μg/kg 

を併脈内投与し.脅鎚、勝臓の CLupを測定した.

2)長時間における rh.EPO処置の効果

ラット rh-EPOを0，1， 5， 25μgfkg 4日間2回静脈内投与し.初回投与 4日後に 1251_

rh.EPO 0.2μgfkg静脈内投与し、血集中免疫反応性放射能を測定した.EPO処置ラット

における CLupを評価した.さらに、 5μglkg処置ラットにおける CLupのK皿 I Vmax 

を音判而した.初回段与 7日後にへマトクリットおよびヘモグロビン濃度を測定した.

マウスー非緩識 rh-EPOをマウスに1日l回7日間に渡って O.0.48， 4.8. 48μglkg尾

静脈内役与した.125I-rh.EPOを0.48μglkg非懐識 rh-EPO初回投与8日目に尾静脈1*1

投与した.投与30分後の骨飽、』車臓中放射能を測定し、 CLupを評価した.初回投与 7

日後にへマトクリットを測定した.

9.細胞懸濁液の調製

牌繊細胞を 100μmのステンレスメッシュを通し、細胞を 20%FCSを含む a1pbaMEMに懸

濁した.骨髄細胞は大腿骨から 20%FCSを含む a1phaMEMで洗い流し、懸濁した。細胞

を400xg，10 min遠心し、上f占を姶て‘20%FCSを含む a1phaMEMで袴懸濁した。

1 O. BFU-EおよびCFU-Eの測定

BFU-Eおよび CFU-Eはメチルセルロース法lこより測定した (15)・

1 1. 125[・rh-EPOの牌臓細胞への Binding

Binding実験は tracer昆の1OS1-rh-EPO(約 lQ，QOOcpm)および， 3xlÔ7 sp1cnic cells/mlを含ん
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だalphaル庄M Imlを室温(24'C)で 1時間放置し行った.細胞を 400xgで5分間違心し、

上清を除いた後 ice-coldalpha MEM 2 mlで2回決沖した後、細胞の放射能を測定した.特

異的 bindingは500nglmlの非標識 rh-EPO存在下で同織の操作を行った場合の放射能を差

し引くことにより求めた.

1 2. rh・EPO処置による 1"[n-rb-EPOまたは 'H-thymidineによって標識した細胞の分

布に及ぼす影響

"11nィh-EPO(O.4μg!kg)あるいは JH-lhymidine(lOOμCi!kg)を尾怖脈内投与したo 11 I ln-rh-

EPOあるいは 3H-lhymidine投与 12時間(day0)および 60時間(day3)後に rhεPO25μg!kg 

を静脈内投与した.初回投与 0，1，2，3，4日後にエーテル麻酔下、心臓採血し.組織を採取

した.血液はへパリン処置したチューブに移し， 15，000叩 m で3分間遠心し、血撲を得

た。血策 1皿lおよび摘出組織の放射能を測定した.

1 3.細胞の分画

騨臓細胞の場合は、3匹のラットから得たものを合わせた.Cell 5uspension 2mlを45%Percoll 

(20% FCSを含んだ alphaMEM) 43 mlと混合し， 10，000 xg 90分間違心し、底から 25m]ず

つ集めた。 Densitymarkerを45%Percollに加え同様な操作を行い、持事再併夜の比重を求めた。

各分画に alpha九!lEM2.5mlを加え、希釈した.細胞を、 400xg5分遠心した.細胞の沈殿に

alpha 1>在EM2mlを加え、更に 400xg 5分遠心した.細胞の沈殿に alpha1>!IEM を加え再懸濁

した。

14， 38_標識僻臓細胞の分布

3H-thymidine (100 ;Ig!kg)静脈内投与し、 12時間後に rh-EPOを25.uglkg静脈内投与し、

rh-EPO処鐙2日後に碑臓を摘出した.牌繊細胞を前述の方法により、 PercoUにて分画し、

BFU-Eに相当する 4fraction(fr. No.l1-14)を集めた.細胞を前述の方法により、 alpha1>!IEM 

で2困洗浄し、 alpha1>!IEM Iこ再懸濁した.ラットに 2mllkg(20，000-30，000dpm/head)の用

盆で投与した。細胞投与 1，4，24時間後に臓器を摘出した。

15， 38_放射能の測定

細胞懸濁は soluen(PackardInstrument Company， Meriden， cr， USA)により溶解し、
scimil抑制ionidlow，Packard Instrument Comp加 y，Mcriden，口;USA)を加え、放射能を測定し

た。臓器は全量あるいは一部を、室温で約 1週間乾燥させた後、 sampleoxodizer(ALOKA Co 

Ltd・，Tokyo， Japan)により燃焼させ、 T20として回収し， 5C川lilatorを加え放射能を測定した.

1 6 反復皮下投与

l20j，，'h.EPOを10匹のラットの背部皮下に 1μg/kgの用量で週l回4週間に渡って投与
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した.対Jl日ラットには 1251・]'h・EPOを除いた veb.icle溶液を3回技与し、 4回目に 1251'1"h_

EPOを役与した.jf[液は尾市+脈より投与した 4，8， 10， 12， 24， 48時/sI{圭に尿取した.血液

はへパリン処置したチュープに移し、 15，000 rpmで3分間逮心し、血般を得た.抗血消

は4回目投与4日後に得た.

17. rh-EPOのpharmacokineticsIご及ぼす抗体の効果

ラット抗 rh-EPO抗血清をラット No.5から採取し.5，50および 500μIを投与した。

対照群には、 rh-EPOを役与していないラットの血f宵を役与した. 12'I-rh-EPOの投与量

は 0.1μglkgとし‘血清投与 1時間後に大腿静脈力ニューレを介して投与した.血液は、

大腿動脈カニューレより約 200μ lを 1251_1"h♂PO投与 2，5，10，20，30分， 1， 2， 4. 6， 8. 

24時間]後に採取した.血液は、採取後 15，000rp瓜 10分間遠心し、血Ntを分離した。

1 8.抗体価の測定

抗体の検出は嶋根らの方法により行なった (58).抗体との binding特性は以下の方法によ

り評価した.ラット抗血清の 1000倍希釈液 100μlに 125I-rh-EPOを 32000，16000， 

8000， 4000， 1000および 250pg/mlの各濃度 100μl、測定用 buffer(0.8% NaCl， 

2.7mMKCl. 8.1 mM  Na，HP04， l.47田MkH，PO" 1% BSA， 0.05% NaN3; pH i.2) 400μl 
を加え、 4時間放置した。さらに.Bio Mag Goat anti-Rat IgG(Advanced Magnetics Inc， 

MA， USA) 400μlを加え， 1時間放置した後、3，000rpm， 10分間違心分離した。上清 500

μlを分取し、残りの上清を吸引除去し、視:査および上清 500μ lをそれぞれ，-カウン

ターで測定した.

1 9 血量産サンプルのゲルろ過

血疑サンプルのゲルろ過は、 TS区gelG3000SWXLを用いて行い、溶離液として 0.2MNaCl

を含む 0.1M phosphate buffer (pH 7.2)を用い、流速は 0.5血lIminとした.分子量マー

カーとして cytochromc 12.4 kD， bovine seru血 albumin67 kD， catalase 232 kD， 

thyroglobu血in669 kDを用い、 280 nmの吸光度を測定した.溶出液をフラクションコ

レクターで集め、各フラクション中放射能を測定した。

2 0 データ解析

1 )血媛中濃度推移

的L集中濃度データを非線形島小二乗法プログラム MULTI(72)により当てはめ計算した。 1凪

!1ft中濃度は2相性の消失をすることから式(1)に当てはめた.

C =Aexp(ー白 t)+ B exp(ーβの (1) 

Cは血艇中濃度である。分布容積 (vc)は dose/(A+B)により求めた.

AUCおよび AUMCは台形公式により計算し、最終測定点以降は外姉して求めた. MRT 
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は AUMC/AUCより求めた。全身クリアランスは.dose/AUCより求めた.

非線形解析

各投与量の平均血E走中濃度を2 コンパートメントモデルにより MULTI(RUNG E) (73)を

用い同時当てはめした。重みは l/CFを用いた.このモデルは centralcompartmentから

1次速度消失とMichaehs・Mententypeの消失をするモデルである。このモデルは以下の

微分方程式により記述される。

dCVdt=ー{k12+ke+Vmaxl[V1・侭m+C1)]}'Cl+k12・C2 (2) 

dC2/dt=k21'C1-k21'C2 (3) 

C1はcentralcompartmentのrh-EPO濃度、 C2は peripheralcompartmentの濃度で

ある.K皿は Michaelisゐ'fentenconstant‘ Vmaxは飽和消失過程の最大消失速度、 k12

および k21は centralと peripheralcompartment間の first-ordertransfer constam、

keはl次消失速度定数、 V1はcentralcompartmentの分布容積である.

2 )組織取り込みクリアランス (CLup)

CLupは投与 30分後の組織中濃度を AUCo.soにより除することにより算出した。

AUCO.30は血t'豊中濃度が投与後 30分までmonoexponentialに減衰することから投与 30分

後のJ血疑中濃度 (Cp)を基に次式により求めた。

CO=dose，ハfC，ke=(ln(CO)苧ln(Cp))/0.5 (4) 

AUCo.3o=COlke (1・exp(ー0.5ke)) (5) 

非線形性を表す parameters(K皿，Vmax)は次式により求めた.

CL=VmaxJ(Iむn+CO)+CLns (6) 

ここで COは血撲中初期濃度を‘ CLnsは非飽和性クリアランスを表す.

EPO反復投与の場合の取込みクリアランス (CLup')は，繰返し設与した非際識 rh-EPOが

血然中に残存し， 125I-rh-EPOの取込みを競合阻害すると考えられることから，非糠識

rh-EPOの残存濃度 Cminを(5)式より求め，(6)式により実測値 (CLup)を補正して求め

た。

Cmin=B (1-exp(ー7s 24)) exp(-s 2-l) 1(1・exp(-s 24)) dose/0.48 (7) 

CLup' =(Rm+CO+Cmin)(CLup心Lns)/(K皿+CO)+CLns (8) 

マウスの全骨髄f立は色murl立を 17倍して求めた.femurは全骨髄量の 6%を含んでいると

考えられている(40).

3) 1251-rh-EPOと抗体との結合

抗血清の緑大結合億 (Bmax)および解総定数 (Kd)は抗体結合放射能 (Cb)、遊間1i型放

射能 (CDを(9)式に当てはめることにより算出した。
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Cb=B皿axCfI(Kd+Cf) (9) 

21.統計解析

パラメータの比較は. Bartrellの等分散の検定を行い、 l元配鐙分散分析を行い、引き続き

例数が等しい場合は Dunnelltestあるいは Tukeytestを‘例数が等しくない場合は Scheffe

testを行った。有意水準は P<O.05とした.
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