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研究成果の概要（和文）：新規エリスロポエチン(EPO)阻害因子である抗EPO受容体抗体の測定系の開発を行うと
ともに、抗体の腎予後に及ぼす影響を検討した。ループス腎炎に続いて2型糖尿病性腎症を対象とした。抗体は
腎生存率が小さいことと関連した。血圧や蛋白尿に加えて抗体を有することが腎予後に対する独立した危険因子
であった。病理学的には、抗体は腎間質における細胞浸潤の割合が大きいことと関連した。培養尿細管上皮細胞
を用いた実験の結果、抗体はEPOの抗炎症効果を一部抑制することにより間質炎症を増悪させる可能性が示され
た。これまでに測定法の改良に加え、マウス腎障害モデルを用いてEPOの臓器保護メカニズムについての検討を
行っている。

研究成果の概要（英文）：We developed the measurement system of autoantibodies to erythropoietin 
(EPO) receptor (EPOR) and performed the examination of these effect on renal outcome. Following 
lupus nephritis, we examined the effect of the antibodies in patients with type 2 diabetic 
nephropathy. A decrease in renal function was observed more frequently in patients with antibodies 
than in those without antibodies, and the presence of the antibodies together with well-known 
clinical parameters, including blood pressure and proteinuria, was a significant risk factor for 
end-stage renal disease. Pathologically, anti-EPOR antibodies were associated with increased levels 
of interstitial inflammation. Immunoglobulin G fractions containing anti-EPOR antibodies interfered 
the anti-inflammatory effect of EPO in a human tubular epithelial cells. Besides, we have improved 
the measurement system, and continued to examine the mechanism of organ protective effect of EPO 
using kidney disease models in mice.

研究分野：腎臓内科学

キーワード： 慢性腎臓病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性腎臓病(CKD)において臨床的に有用なバイオマーカーの開発が求められている。近年、高齢化、肥満・糖尿
病の増加など背景として末期腎不全のハイリスク者が増加している。末期腎不全は透析治療を余儀なくされるの
みならず、高率に発症する心血管疾患による生命予後悪化およびそれに対する治療にかかる医療費負担が大きく
なりやすい。したがって、患者予後改善および社会負担軽減のためCKDハイリスク群の診断法の向上および予後
予測を可能とする方法の開発は重要な課題である。本研究で得られた成果である抗EPO受容体抗体の測定は、CKD
における腎予後予測の補助を目的とした新たな臨床検査診断法となる可能性が考えられた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
貧血は日常診療で最も頻繁にみられるごくありふれた病態である。これまでの検討から、貧
血は、がん・慢性腎臓病（chronic kidney disease; CKD）・心不全を含む患者における生命予
後および QOL と密接に関わることが明らかになっている。貧血の病態には鉄の利用障害に加
えて，赤血球系前駆細胞の増殖障害やEPOの産生障害が考えられている。本病態を呈するCKD
の治療に対して、赤血球造血刺激因子製剤 erythropoiesis stimulating agent (ESA)が 1990年
より実用化されている。しかしながら、ESAを用いた治療に反応の乏しい患者群が知られ、こ
のような病態は EPO低反応性あるいは EPO抵抗性と呼ばれ、その病態解明は臨床的に重要な
課題である。 

EPO低反応性の病態には種々の因子が関与している。その一つとして、1996年にCasadevall
らは EPOの活性を中和する作用を有する内因性の EPOに対する自己抗体、すなわち抗 EPO
抗体を認めた赤芽球瘻(pure red cell aplasia；PRCA)の症例を報告した。その後、ESAの一つ
である遺伝子組み換えヒト EPO(rHuEPO)製剤に対する自己抗体による赤芽球瘻を発症した
CKD症例も報告された。また、全身性エリテマトーデス(systemic lupus erythematosus；SLE)
などの自己免疫疾患やリンパ増殖性疾患にも同抗体の存在が報告され、貧血との関与が示唆さ
れてきた。この点において、我々は PRCA を合併した SLE 患者における抗 EPO 抗体の生物
学的活性を試験管内の検討により明らかにした(Hara et al. Am J Hematol 2008)。 
以上の病態解析に端を発して、EPO 低反応性に関与する新規の因子として、EPO 受容体に
対する内因性の自己抗体、すなわち抗 EPO 受容体抗体が存在するという仮説を立て研究を進
めてきた。その結果、SLEをはじめとする自己免疫疾患や CKD患者の一部の血清中に抗 EPO
受容体抗体を見出した。さらに、抗 EPO受容体抗体は、１）細胞膜上の EPO受容体と結合す
ること、２）ヒト EPO 依存性細胞株の増殖を濃度依存性に抑制することを確認した。また、
ELISA法による抗体の吸光度は患者骨髄中の赤芽球数や末梢血中網赤血球数と相関した(Hara, 
et al. Br J Haematol 2013)。 
以上の結果より、申請者らが新規に同定した抗 EPO受容体抗体の一部は EPO作用の中和活
性を有し、貧血に関与することが示唆された。また、申請者らによる最近の検討では、抗 EPO
受容体抗体を有する腎性貧血合併 CKD108例では、抗体が陰性の症例に比して EPO製剤の使
用量は大きいことが判明した。これらの事実から、抗 EPO受容体抗体は、臨床における ESA
に対する治療応答性の予測を通じた個別化医療の発展に貢献できる可能性を秘めるとともに、
貧血の病因・病態に関わる新たな因子として医学生物学的な知見として重要であると考えられ
た。 

EPO受容体は、赤血球系前駆細胞の他、腎臓や心臓血管系にも発現し、これらの臓器に対す
る直接の保護作用を有することが判明してきた。また、腎病変と心病変がお互いの病態をさら
に増悪させる腎心連関機序の一部に EPO 作用の低下が示唆されている。申請者らの最近の検
討により、抗 EPO 受容体抗体は、ループス腎炎の予後予測に加えて、糖尿病性腎症の予後も
予測可能であることを明らかにしつつあった。 
 上述のように、抗 EPO 受容体抗体を測定することは、医学・医療上大きなメリットがある
と推測された。一方で、測定系には改良の余地があった。具体的には、血清中に微量に存在す
る性質であることに由来する、①測定ノイズ、および②測定時間の長さ等である。将来の臨床
応用を鑑みれば、これらの課題を克服し、同抗体を迅速かつ高精度で測定可能な系が必要であ
る。また、本抗体が腎機能障害の進行にどのように関与しているのかも明らかにする必要があ
った。 
 
２．研究の目的 
そこで、本研究では、申請者らが世界に先駆けて発見・報告した抗 EPO 受容体抗体の測定
系をより迅速かつ高精度な系へと発展させ、その臨床評価を行うとともに、その臓器障害との
関連を疾患モデル動物により検討することを目的とした。本研究により、①貧血、ことに治療
薬等に対する低反応性貧血の病因診断、②腎臓病に伴う貧血（腎性貧血）に対して使用されて
いる ESA に対する治療応答性の予測、および③臓器障害の進行の予測を通じた個別化医療を
可能とする体外診断法の開発に繋がることが期待できると考えた。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、①抗 EPO 受容体抗体の迅速かつ高精度な測定を可能とする測定系として、従来
の ELISA を改良する、②抗 EPO 受容体抗体の臨床的意義について、CKD の病因別コホートを用
いて、特に腎予後に及ぼす影響を検討する、③腎臓病モデルマウスを用いて、EPO 機能の修飾
が腎病変に及ぼす影響を基礎的に検討する。この際、生体内における EPO-EPO 受容体の動態評
価や局在を確認するため、生体イメージングによる検討を加えた。具体的な方法は以下の通り
である。 
 
４．研究成果 
３つのパートについて、各々以下に示す内容の成果が得られた。 
 



（1）抗 EPO 受容体抗体の測定系の改良 
従来の ELISA を改良してきた結果、抗体測定性能の維持・向上とともに、測定の迅速化が可
能となることが示唆された。１）一次抗体反応条件、２）二次抗体バッファーおよび３）二次
抗体濃度の 3点を主な改良点とした。一次抗体反応として、改良後の二次抗体バッファーの条
件下において、従来の４℃、24時間の反応時間で得られた吸光度と室温、2時間の反応時間で
得られた吸光度は同等で相関が良好であった。さらに、至適濃度を検討した二次抗体濃度の条
件下では、陽性例と陰性例の図り分け性能が同等以上であった。このように、バッファー等の
条件を改良した ELISA の系を継続して用いることで今後の研究・開発が可能と考えられた。 
続いて、１）抗原固相化段階、２）1 次抗体反応段階および３）二次抗体反応段階の 3 点の
最適化を行った。抗原固相化段階では、固相抗原である可溶性 EPO 受容体の濃度を従来の 5 
g/mL から、より低濃度の 1 g/mL として比較検討したところ、両群間で同等の結果が得られ
た。これより固相抗原の濃度の低濃度化が可能と判断された。1 次抗体反応では、バッファー
に 10% FBS を加えたものを従来のバッファーと比較した。その結果、バックグラウンドを小さ
く抑えつつ、陽性サンプルを検出できることが判明した。この際、カットオフ値となる吸光度
も0.3と設定できた。健常血清を追加して行った再現性試験では、感度100% (6/6)、特異度97.6% 
(40/41)となった。二次抗体反応では、抗体濃度を 2,500 倍に最終調整した。 
さらに、1次抗体反応前ブロッキングでは、FBS にスクロースを添加したバッファーを作製し
た。1 次抗体反応では、バッファーに 10% FBS を加えたものを最終条件とした。この最終条件
において、可溶性 EPO 受容体を測定系に添加することによる吸収試験を行った。その結果、陽
性症例 6 例のうち 1 例を除いて抗原特異的な ELISA 吸光度値の低下がみられた。以上から、1
例の除く陽性検体では、可溶性 EPO 受容体に特異的に反応する抗体を含むことが確認された。 
 
（2）抗 EPO 受容体抗体の臨床的意義 
抗 EPO 受容体抗体の新たな臨床特性として、CKD 患者の腎予後に及ぼす影響について検討し
た。 
はじめに、抗体が最も高頻度に見られたループス腎炎に着目した。対象とした 46例において、
抗体の陽性群では陰性群と比較して、疾患活動性が高く、推算糸球体濾過量(GFR)の-30%変化で
定義した腎予後が不良であった。腎予後の予測因子を多変量解析で検討したところ、蛋白尿と
GFR で規定される治療反応性に加えて、抗体価が独立した因子として選択された。組織学的に
は、抗体陽性群において活動性病変指数、特に糸球体における細胞性半月体の割合が高かった。 
次に、透析導入の原因疾患の第 1位として医学的・社会的に重要な糖尿病性腎症に着目した。
腎予後の判明している 2型糖尿病性腎症 112 例を対象として検討したところ、抗体陽性群では
陰性群に比較して、腎累積生存率が小さいことが判明した。腎予後予測因子について多変量解
析で検討したところ、血圧や蛋白尿に加えて抗体を保有することが独立した危険因子として選
択された。なお、抗体陽性群では陰性群に比較して、腎間質における細胞浸潤の割合が大きい
ことが確認された。さらに、ヒト尿細管上皮細胞を用いた in vitro 実験において、高糖下にお
ける間質炎症に重要な役割を果たすケモカイン MCP-1 の発現に及ぼす EPO および抗体陽性患者
から精製した IgG 分画の効果について検討した。結果、抗体は EPO の MCP-1 発現減弱効果を抑
制することを介して間質炎症を増悪させる可能性が示された。以上より、抗体は CKD における
腎予後予測の補助に資する新たな臨床検査診断法となる可能性が示された。 
 
（3）腎臓病モデルマウスを用いた EPO 機能の修飾が腎病変に及ぼす影響の基礎的検討 
ヒト糖尿病性腎症の増悪に抗 EPO 受容体抗体が関連することが示唆される結果を踏まえ、糖
尿病モデルマウスに腎虚血再灌流障害を惹起したときの EPO 機能について検討した。糖尿病モ
デルマウスであるAkitaマウスおよび対照マウスであるC57BL/6Jマウスを用いて片腎に虚血再
灌流を行った。EPOもしくはカルバミル化EPO群には虚血再灌流30分前に薬剤を皮下投与した。
評価項目として、2 日目および 7 日目における腎障害の程度を血清クレアチニン値および腎病
理所見で評価した。病理学的には，カルバミル化 EPO を投与した群において 7日目の尿細管腔
内デブリスが減少していた。腎機能には、EPO またはカルバミル化 EPO 投与による変化はみら
れなかった．なお、EPO またはカルバミル EPO 投与によるヘモグロビン濃度や血圧の上昇はみ
られなかった。次に、この系において、虚血 30分前に放射性ヨードラベルを行った EPO を皮下
投与し、経時的な EPO の体内動態を評価した。虚血再灌流直前と直後では両腎における放射線
量に差は見られなかったが、再灌流 50分後には障害腎における放射線量が増加することが確認
された。 
現在、内因性の EPO の腎障害時における腎保護効果について、骨髄以外の臓器・組織におい
て EPO 受容体を発現しない EPOR レスキューマウスを用いて引き続き検討を行っている。 
 
慢性腎臓病(CKD)において臨床的に有用なバイオマーカーの開発が求められている。近年、高
齢化、肥満・糖尿病の増加など背景として末期腎不全のハイリスク者が増加している。末期腎
不全は透析治療を余儀なくされるのみならず、高率に発症する心血管疾患による生命予後悪化
およびそれに対する治療にかかる医療費負担が大きくなりやすい。したがって、患者予後改善
および社会負担軽減のため CKD ハイリスク群の診断法の向上および予後予測を可能とする方法
の開発は重要な課題である。本研究で得られた成果である抗 EPO 受容体抗体の測定は、CKD に



おける腎予後予測の補助を目的とした新たな臨床検査診断法となる可能性が考えられた。 
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