
緒 言

腎性貧血症例に対して

( )が保険適用となってから 年以上経

過した。これにより 以上の症例に輸血なしでヘマト

クリット( ) 以上を維持することが可能となってい

る。しかし 目標 値を維持するための 必要量

については投与不必要な例から週に 単位以上を要す

る例 さらにそれでも目標 値に到達できず 中等度

～高度の貧血が持続している例などさまざまである。その

原因としては鉄欠乏 ビタミンや栄養素の欠乏 尿毒素

炎症性疾患の合併などがあげられるが 解明できていない

部分も多い。

は - や - などの赤芽球系細胞に発現し
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ているエリスロポエチンレセプター( )に結合して

細胞内にシグナルが伝達されて分化や増殖を促している。

には 解析により

の 種類の異なった蛋白をコードする

が存在することが報告されており

は主に - に は - 以降の

成熟傾向にある赤血球系前駆細胞に主に発現している 。

ヒトの可溶型 ( ： )は

によって Ⅰ～Ⅳと Ⅴの一部を含

み Ⅴよりも 末端側を欠き 膜貫通部位を持たな

いため細胞外に分泌されていると考えられ

や 法などによって確認され報告されてい

る 。

可溶性サイトカインレセプターのなかには生理的に重要

な機能を有していることが報告されているものもあるが

に関しては不明であり また 透析症例の血中

では可溶性サイトカインレセプターが正常よりも増加して

いるとも報告されている。本研究においては 依

存性細胞株である / を用いて による

の結合阻害を確認すると同時に 腎性貧血患者血

清中 を 法で測定した。

対象と方法

細胞株と培養

/ (自治医大小松則夫博士から供与)は

( )を含む

( )に / の濃度になるように を添加して

維持培養した。

患者および血清採取

に示すように 健常者( ＝ ) 慢性腎炎な

いし糖尿病性腎症由来の腎不全症例のなかで 少なくとも

週間以上 の投与量を変更していない症例を対象

とした。さらに対象症例を 不要ないし少量( 単

位/週以下)投与群( ＝ ) 中等量( 単位/週)

投与群( ＝ ) 大量( ～ 単位/週)投与群

( ＝ )に分けて血清を採取した。なお 採取日は直前

の 投与から約 時間後(中 日の 前)に行っ

た。 群間での透析パラメータを測定し比較した。また

ヘルシンキ宣言に従い を取得した後

血清を採取した。

サイトカインと可溶性リコンビナントマウスエリス

ロポエチン受容体( )

- および - はキリンビール株式会

社から また は京都大学農学部佐々木隆造博

士から供与いただいた。

/ の細胞増殖能測定法

/ は を含まない 加

で 時間 後 × / に細胞数を調整し

穴マイクロプレート( )に μずつ注入し

た後 最終濃度が / の濃度になるように

を添加した。培養終了 時間後の - の

取り込みを液体シンチレーションカウンターで測定した。

増殖抑制能の検討は 上述したようにセットしたウエルに

それぞれの濃度の や血清を添加して 同様に

- の取り込みで判定した。また それぞれの

測定は で行い その平均値を使用した。

結合試験

を含む 中の / を / と

なるように調整し で標識した (

)を ～ になるようにそれぞれの

チューブに添加した。その後 °で 分間反応させ

で 秒間遠心した。次に アシストチューブ

(アーガス・サイエンス)にオイルミックス( -

- ： ＝ ： )を注入し その上に遠

心した反応混合液を重層後 で 分間遠心した。

その後 と上清の放射活性をγカウンターで測定し

た。 による結合阻害については 前述の反応混

合液にさらに各濃度の を添加して反応させた。
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Epo L(n＝5) Epo M(n＝5) Epo H(n＝5)

Age 57.8±8.3 57.6±7.5 44.4±17.2

BUN 76.8±18.23 84.24±12.43 84.64±18.03

Cr 12.86±2.66 13.38±2.527 13.88±2.738

WBC 5,580±1,226 5,864±1,700 6,016±1,138

CRP 0.142±0.129 0±0 0±0

Fe 83.2±44.51 87.8±34.38 76.6±30.79

Ferritin 64.24±59.66 159.2±60.78 117.3±87.33

β-MG 40.04±11.48 36.62±4.12 35.5±6.64

PTH 159.8±175.4 32.8±27.84 103.6±62.87

p＜0.05

L group：a group of patients receiving low dose rHuEpo,

M group：a group of patients receiving intermediate dose
 

rHuEpo, H group：a group of patients required high dose
 

rHuEpo



その後 同様の方法で と上清の放射活性を測定し結

合阻害効果について検討した。

腎不全患者血清添加による / 増殖抑制試

験

前述のように 健常者( 群 = ) 慢性腎炎ないし

糖尿病性腎症由来の腎不全症例のなかで 不要な

いし少量( 単位/週以下)投与群( 群 ＝ )

中等量( 単位/週)投与群( 群 ＝ ) 大

量( ～ 単位/週)投与群( 群 ＝ )に分けて血

清を採取した。なお 採取日は直前の 投与から

約 時間後(中2日の 前)に行った。これらの血清を

× / とともに / の で

時間培養後 - の取り込みで増殖能を測定し

た。

統計解析

法で検定後 で各群間の有意差

を解析した。

結 果

/ 細胞の 反応性

に各濃度の 添加による / の増殖

能を示した。 濃度 / までは濃度依存性に

増殖能が促進されたが それ以上の濃度になると逆に増殖

は抑制された。また / の - /

での - の取り込みは - /

では (コントロール： )で 両者による増

殖促進効果は認められなかった。

による / に対する増殖抑制効果

/ の培養液中の各濃度の を添

加し増殖能を観察した。その結果 に示すように

の添加( )により /

の による増殖は著明に抑制された。この現象は

の添加による の への結合阻害に

よるものではないかと考えられた。

による / への - の結

合阻害

に / への - の結合能を示し

た。また 添加により この結合が著明に阻害

される現象が観察された( )。また に

添加による / と - の結合阻害率
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を示した。これらの活性は細胞を添加する前に

と - を - することにより結合阻

害率はより高値となった。 と同濃度の

では - することにより - し

ない場合は の結合阻害を示した。

血清添加による / 増殖能の変化

投与不要 ないし少量投与透析症例血清(

群) 中等量投与透析症例血清( 群)

大量投与ないし不応透析症例( 群)および健常人血清(

群)をそれぞれ / に とともに添加した

( )。これらのグループ間( )の年齢 その他貧

血に影響すると考えられるパラメータを比較した(

)。 群と 群で が また 群と 群で

がそれぞれ有意差を示したが それ以外のパラメータには

有意差を認めなかった。 / 増殖能は に示し

たように 健常人( 群)や が不要ないし少量投

与群( 群)に比べて 投与量が高用量のグループ

- /

1.25nM, 2.5nM,----5nM rHuEpo,0.5～50nM rmsEpoR

 

Pre-incubation
 

rmsEpoR(pM)

12.5

－ ＋

125

－ ＋

1250

－ ＋

31.25 67 85.3 89 96 95.6 98.6
I-rHuEpo

(pM)
62.5 38.1 81 88.4 94.9 97.8 98.2

125 43.8 58.1 85.8 94.6 97.4 97.3

(%)

/

p＜0.01,dotted line indicates growth without serum,

C：control sera from normal individuals,L：sera from
 

patients receiving low dose rHuEpo, M：sera from
 

patients receiving intermediate dose rHuEpo,H：sera
 

from patients required high dose rHuEpo
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( 群)では有意に増殖能が抑制された。 投与量

が中等量( 群)のグループは多群間比較でその他のグ

ループと有意な差は認められなかった( )。

以上より 腎性貧血患者血清中に / の

による増殖を抑制する物質の存在が考えられた。さらに

投与量の多い患者血清群( )が 少量投与

患者血清群よりも / の増殖抑制能が強く

の存在および量的な相違が考えられた。

考 察

慢性腎不全に伴う貧血における の占める役割に

ついて検討した。今回用いた 依存性細胞株 /

は に示すように 濃度依存性に増殖

した。さらに 濃度依存性に その増殖が抑制

される現象が観察された( )。 - を用いた

でも 添加により / に

おける - の結合を阻止できることが観察された

( )。以上の結果より / を用いた

法により 慢性腎不全患者血清中の の機能面を考

慮した半定量が可能であると考えられた。

はマウス ヒト間においてアミノ酸レベルで

の相同性がある 。以前から の存在についてはヒ

ト マウスともに報告されており の解析からは

による膜貫通ドメインをもたない

が確認されている。可溶性レセプターは主に つの

方法で産生され 上記以外に細胞膜結合型レセプターがプ

ロテアーゼによって され遊離してくるものもあ

る。透析症例で増加している はいずれのタイプか

不明ではあるが 今回使用した と同様の機能を

有する可能性が考えられる。また は赤血球系前駆

細胞だけでなく神経細胞や血管内皮細胞にも発現している

ことが確認されており の由来については現時

点では確認困難である。

次に / の による増殖系を使ってヒト

血清中の の 法による定量を試みた。

に示したように 健常者の血清は培養液に添加しても増

殖は抑制されないが 透析症例 特に高用量の

を必要としているような症例の血清は / の増殖

能を抑制する傾向を示した。透析症例の血清中にはさまざ

まな尿毒素が含まれており 細胞毒性に機能している可能

性が考えられるが 他の 非依存性細胞株である

を用いた場合は同様の現象はみられなかった(結果

未発表)。また 造血能に影響すると考えられる尿毒症物

質 鉄 感染症などの炎症 副甲状腺機能などのパラメー

タも測定し一部群間に差が認められた。しかしそれぞれの

数値を比較すると この解析に関して特に問題のある影響

は及ぼさないものと考えられた( )。また 多発性

囊胞腎以外の透析症例で血中 濃度を測定したところ

正常下限前後で 患者間の差はほとんど認められなかった

(結果未発表)。

以上より 依存性の細胞にのみ認められるよう

な増殖抑制物質 すなわち と類似の機能を持つ因

子が透析症例 特に を大量に必要とする症例の

血清中に多く存在することが示唆された。一般に腎不全症

例は腎臓で排出されるべき物質が貯留し 小分子量の物質

については透析することにより除外されるが 中～大分子

量物質については透析での除去が悪く 体内に蓄積する傾

向にある。これまでの報告では 透析症例において可溶性

のサイトカインレセプターが健常人よりも増加していると

いわれており についても同様の現象が考えら

れる。これには を含む可溶性サイトカインレセ

プターの多くが数 の分子量物質であり 通常の透

析膜では除去されないことが関係している可能性がある。

この場合β- など中分子量物質のクリアランスの良い

高性能透析膜であれば これらの可溶性サイトカインレセ

プターもある程度除去することが可能と予想される。本研

究における対象症例の透析膜に関しては各群間で差はな

かったが 膜の性能別でも今後検討する必要があると考え

られる。

可溶性サイトカインのなかには疾患において重要な意味

を示すものがある。例えば成人 細胞白血病の

- ホジキン病の ( ) な

どは病勢と相関するとされており 多発性骨髄腫の

- 慢性リンパ性白血病の ε Ⅱ

などは治療反応性に関係するといわれている。 に

関しては これまでにヒトのイムノブロットや 法

などを使用して定量した報告も発表され その機能に

ついてはほとんど検討されていないが 個々にかなり量的

な差を示しているようである。しかし 検討例はほとんど

血液疾患であり 腎性貧血症例における解析はほとんどさ

れていない 今回の実験では イムノブロットや

法での定量は施行しなかったが 法による定量と

の比較検討により の機能がさらに解明されると

推測すると同時に 腎性貧血症例における の治

療反応性の予測も可能であると考えられる。
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