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研究成果の概要（和文）：エリスポエチン（Epo）のウェスタンブロット(WB)での検出法を検討した。尿、臓器
のEpoは34-43kDaのバンドとして検出されたが、血漿をそのままではバンドは検出できなかった。血漿を脱糖鎖
バッファー（PNGaseなし）とインキュベートすると、34-43kDaにEpoのバンドが出現した。そのバンドは脱糖鎖
で22kDaにシフトした。22kDaのバンド切り出して、LC/MS解析を行い、ヒトEpoと証明した。
低酸素ラットの腎皮質では、34-43kDaのEpo発現は10-20倍の増加にとどまったが、22kDaのEpo発現は、腎で400
倍増加した。
 脱糖鎖でWBでのEpo検出が可能となった。　

研究成果の概要（英文）：We investigated the detection of erythropoietin protein by Western blot 
analysis.Epo protein was detected at 34-43 kDa, which was shifted to 22 kDa by degycosylation. Using
 this new method, we found thaterythropoietin production by the kidney is increased by 600-fold in 
response to severe hypoxia. Tke Epo production by the liver was not stimulated by severe hypoxia. 
  We furthere succeeded in detecting Epo in urine anf blood by Western blotting. Urinary Epo was 
detected by direct application of urine sample to SDS-PAGE. In contrast, Epo band was not seen by 
direct application of blood to SDS-PAGE.  Incubation of blood sample with deglycosykation buffer 
without PNGase showed Epo band at 34-43 kDa. The band at 34-43 kDa shifted to 22 kDa by 
deglycosulation by PNGase.
   Using our new Western blotting, the detection of EPo protein in tissue, blood and urine has 
become possible. 

研究分野：腎臓内科

キーワード： エリスロポエチン　低酸素　貧血　ウェスタンブロット　脱糖鎖
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研究成果の学術的意義や社会的意義
エリスロポエチンの検出は、ドーピングも行われており、私たちの方法を用いることで、簡単に血液や尿中のエ
リスロポエチンの検出ができるようになり、種々のスポーツ競技の公正な実施に役立てることが可能であり、社
会的な意義は極めて高いと思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
  エリスロポエチンの産生制御機構の研究は、主に、血中エポ濃度と遺伝子発現で検討されて
いた。それは、Western blot 法などによる蛋白発現の検出が出来なかったことが大きな理由で
ある。Western blotでエポ蛋白の検出が出来ないことから、多くの研究者は、エポは腎臓での産
生後、すぐに血中や尿中に分泌されるためWestern blotでの検出は出来ないと考えるようにな
っていた。Epo のドーピングにおいても、サンプルの Epo を精製後に、isoelectrical focusing 
(IEF)や SAR-PAGE を行うことを世界アンチドーピング機構（World Anti-Ddoping Agency, 
WADA）は推奨していて、直接Western blotを行うことはできないとしていた。 
 
２．研究の目的 
 
   Western blot 法では、検出できないとこれまで 30 年間考えられていたエポ蛋白を
Western blot 法と免疫染色法で検出し、その産生制御機構を明らかにすることが、本研究の目
的であった。 
 
３．研究の方法 
 
  エポ蛋白の検出は、Western blot 法と免疫染色法の二つを用いた。Western blot 法は、当
然ながら、決まった方法はなく、抗体選びから開始した。合成エポが入手できるようになり、参
考にはなったが、腎で産生されたエポ蛋白が、本当にエポを認識しているのかを確認する必要が
あった。そこで、抗原ペプチドによる抗体吸収試験を用いることにした。組織としては、正常ラ
ットの腎皮質を用いた。抗体溶液に、前もって、合成エポを入れてインキュベートしておくこと
で、抗体がペプチドに吸収され、抗体の力価が低下するため、Western blot でのバンドが薄く
なることが期待された。さらには、エポは糖蛋白であり、糖鎖がたくさんついていることで分子
量が大きくなっており、脱糖鎖でそれらの糖鎖をとる脱糖鎖も用いることにした。ESA 製剤は、
糖鎖が付加されており、脱糖鎖は、それらの鑑別にも有用と考えられた。 
 
４．研究成果 
 
  まずは、数種類の市販の抗エポ抗体を用いて、腎組織での Western blot で検討した。普通
の Western blot では、どの抗体を用いても、複数のバンドが出てはっきりしなかった。そこで、
合成エポを用いたペプチド抗原を用いた吸収試験を行った。その結果、sc-7956 で、エポのバン
ドが正常ラット腎皮質 37kDa に出現し、合成エポで吸収されることが明らかとなった。そのバン
ドは、外因性アルドステロンであるフロリネフ投与で増強し、吸収試験で薄くなることから、エ
ポのバンドであることが確認された。しかし、フロリネフ投与では、血中エポ濃度は正常の 2倍
程度にしか上昇せず、腎でのエポ産生が大きくないことが分かった。さらに、sc-7956 と同じ抗
原でもモノクローナル抗体である sc-5920 がよりよくエポ蛋白を認識することが明らかとなっ
た。 
 
次に、エポ産生刺激でよく知られている低酸素を用いた。この実験は、共同研究者の安岡先生
が行った。普通 21％ある酸素濃度を 7％にすることで、腎でのエポ産生が大きく刺激された。
7％酸素は、エベレスト頂上と同程度の酸素濃度であるが、その環境にラットを 4時間置くこと
で、血漿エポ濃度は 500 倍にも上昇した。そのラットの腎皮質を用いた Western blot では、37-
42 kDa の幅広いバンドを認めた（図のレーン 3, 4）。次には、ペプチド抗原による吸収試験を用
いずに、脱糖鎖を行った。その結果、37-42 kDa の幅広いバンドは、PNGase により 22 kDa に
シフトすることが分かった（図のレーン 5-8）。この脱糖鎖を用いたことで、エポのバンドは、
産生量により 34-43 kDa に細いものから幅広いものまで出現し、脱糖鎖で 22 kDa の細いバンド
にシフトすることが明らかとなった。 
 
  そこで、7％酸素 4時間の低酸素ラットを用いて、血漿エポ濃度の 500 倍の上昇が、腎によ
るものか、肝によるものかを検討した。腎でのエポ産生は、普通の Western blot では、10倍程
度しか増加していなかった。サンプルを脱糖鎖試薬と 15-20 時間インキュベートし脱糖鎖を行
うが、脱糖鎖の酵素である PNGase なしでのインキュベーションでも、エポのバンドはわかりや
すくなり、低酸素で 20倍程度上昇することが分かった。さらに、PNGase を用いた 22 kDa の脱
糖鎖エポバンドは、血漿エポ濃度と同程度の 600 倍程度も上昇することが明らかとなった。エポ
は、糖鎖が付いているため幅広バンドであるが、脱糖鎖でバンドが細く集約されて。検出感度が
最低でも 10 倍以上良くなることも判明した。この脱糖鎖エポを測定することで、肝でのエポ産
生は低酸素では全く刺激されないことも明らかとなった。 
 
 次に、臓器でなく、血中、尿中エポの検出法の開発に移った。私たちが開発した Western blot 
法を用いると、尿、臓器の Epo は 34-43kDa の幅広バンドとして検出され、PNGase による脱糖鎖
で 22kDa に細いバンドとしてシフトした。一方、血漿をそのままウェスタンブロットに用いて



も、バンドは検出できなかった。血漿を脱糖鎖バッファー（PNGase なし）と 20時間インキュベ
ートすると、34-43kDa に Epo のバンドが出現し、脱糖鎖で 22kDa にシフトした。ESA 製剤である
エスポー、ネスプは、ラットの大量に投与すれば、血中、尿中ともに検出出来、脱糖鎖で 22kDa
に移動した。半減期が一番長い ESA 製剤であるミルセラは、PEG が付いているため脱糖鎖で 95-
125kDa から 80-95kDa にシフトし、ラットのみならず、CKD 患者でも血中で検出出来た。脱糖鎖
後の 22kDa のバンドが Epo であることを証明するために、重度の貧血患者さんの尿を濃縮し、ウ
ェスタンブロットを行い、ゲルからバンドを切り出して、Liquid Chromatography/Mass 
Spectrometry (LC/MS)解析を行ったところ、ヒト Epo であることが証明された。同時に、脱糖鎖
を行うことで、Epo の検出感度が 10-100 倍増加することも明らかとなった。 
 
 以上より、脱糖鎖を組み合わせたウェスタンロットを用いることで、エリスロポエチン蛋白を
血液、尿、臓器で検出できることが明らかとなった。また、低酸素での Epo 産生増加は、腎臓が
行っており、肝臓での産生はないことが明らかとなった。 
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