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研究成果の概要（和文）： 
	
 細胞治療には技術的・倫理的問題が存在し、薬剤のみで同等の効果が得られれば一般臨床へ
の導入が容易になる。生体内に於ける血管の新生および心筋の生存に重要な役割を果たすアシ
アロ EPO（AEPO）を用いた心血管再生医療の前臨床的研究を行った。AEPO には強力な心血
管保護作用および血管新生作用が認められた。EPO 誘導体の作用には IL-6 の共同作用が必須
であった。EPO とは異なり AEPO には組織親和性が見られた。AEPO の臨床治験を目指し、
海外のパートナー企業との協議を開始した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
There have been technical and ethical problems for the application of cell therapy. 
Alternative medical resources such as cytokines other than cultured cells may help 
resolving these problems. Asialoerythropoietin (AEPO), a natural derivative of EPO, plays 
important role in angiogenesis and tissue protection of cardiovascular and central nervous 
systems. We started the preclinical studies on the in vitro and in vivo effects of AEPO. 
AEPO exerted strong cardiovasculoprotective and angiogenic activity in vivo. EPO 
derivatives expressed in vitro angiogenic activity in an intrinsic IL-6 dependent manner. 
AEPO showed tissue affinity in vitro and in vivo. We have entered into negotiations with a 
partner company for clinical applications of AEPO. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 今世紀に入り幹細胞の可塑性を利用し

た再生医療の研究が隆盛を極めている。
しかしその臨床応用には高度な設備と
技術をもった限定された施設が必要で
あり、また細胞治療にはホスト内での腫
瘍形成の可能性や種々の倫理的障壁が
存在し、一般病院で行う医療に結びつけ
るには多くの困難が想定される。これに
対しサイトカイン等の薬剤投与で同等
の効果が得られれば一般臨床への導入
が迅速に行える。	
 

(2) 糖蛋白サイトカインの１つエリスロポ
エチン（EPO）は生理的な赤血球造血ホ
ルモンとして腎性貧血の治療に利用さ
れてきたが、その糖鎖成熟中間体であり、
かつ分泌型成熟 EPO の脱シアル化代謝産
物であるアシアロエリスロポエチン
（AEPO）は EPO とは異なり遠隔臓器への
内分泌活性を欠くが、分泌局所に留まる
ためパラクリン物質としての性質をも
ち、心血管系および中枢神経での組織保
護・血管新生に対する生理的役割を担っ
ていることが推測される。	
 

(3) 造血系前駆細胞には EPO 受容体（EPOR）
のホモ２量体（EPOR/EPOR）が発現して
いるが、造血系以外の組織では EPOR と
サイトカイン受容体共通β鎖のヘテロ
２量体（EPOR/βc）が発現している。EPO
の人工的誘導体であるカルバミルエリ
スロポエチン（CEPO）は EPOR/βc との
み相互作用するため造血作用を欠く。	
 

２．研究の目的 
(1) AEPO の in	
 vivo での心血管保護作用・血

管新生作用の特性を EPO および CEPO と
比較しつつ解析し、その機構を考察する。	
 

(2) AEPO の in	
 vitro での作用を EPO および
CEPO と比較しつつ解析し、その差異およ
び機構を解析する。	
 

(3) AEPOの物性をEPOおよび他のサイトカイ
ンと比較し、その生物作用の特性の原因
を説明する。	
 

３．研究の方法 
(1) ラット肺細動脈血管内皮傷害/肺高血圧

モデル：モノクロタリン誘発による実験
的 肺 高 血 圧 モ デ ル を 作 成 し 、 500	
 
IU/kg/day の EPO・AEPO・CEPO または
Medium の 21 日間持続静注による治療を
おこない、心臓カテーテルによる生理学
的解析・肺細動脈の組織学的解析および
肺に於ける mRNA の誘導を定量した。	
 

(2) マウス下肢虚血モデル：虚血に弱い白マ
ウスおよび虚血から自然回復する黒マ
ウスを用いて大腿動脈結紮による下肢
虚血を作成し、400	
 IU/kg の EPO・AEPO・
CEPO または Medium の６日間筋注により

治療し、骨髄細胞移植による血管新生作
用と比較した。	
 

(3) ラット冠動脈虚血/再環流モデル：ラッ
ト冠動脈左前下降枝を 30 分間結紮する
ことで再環流モデルを作成した。500	
 
IU/kg/day の EPO・AEPO または Medium を
28 日間持続静注することで治療した。心
エコーによる心機能解析、組織学的な心
筋梗塞サイズの定量および心臓におけ
る mRNA の誘導を比較した。	
 

(4) In	
 vitro 血管新生モデル：単層の線維芽
細胞上に内皮を播種することで毛細血
管チューブ様構造を in	
 vitro で再現し、
この系に対する EPO・AEPO・CEPO の血管
新生作用を IL-6 および VEGF と比較した。	
 

(5) EPO 誘導体の生物作用の違いを説明する
ため、heparin-agarose	
 gel	
 chromategra	
 
-phy およびマウス下肢筋内投与後の筋
中濃度の変化を観察した。	
 

(6) 新規キメラサイトカインの作成：AEPO 投
与では血中濃度が上昇せず血管内皮を
傷害から保護しないため、致死的血管内
皮傷害の治療を目的として内皮・組織親
和性 EPO を遺伝子操作により作成し、そ
の作用を確認した。	
 

４．研究成果	
 
(1) 肺細動脈の内皮傷害に伴う中膜肥厚・肺

高血圧は EPO 投与によって著明に改善さ
れ、肺組織における抗アポトーシス因子
Bcl-xL の誘導が観察されたが、AEPO・
CEPO にはそのような効果がなかった。
AEPO は血中濃度が上昇しなかった。内皮
傷害の治療には血中濃度の上昇が必要
であることがわかる。また、CEPO が無効
であることから、内皮には赤血球系細胞
と同様に EPOR/EPOR ホモ受容体が発現し
ていると推測される。	
 

(2) マウス下肢虚血モデルにおける in	
 vivo
血管新生作用では、AEPO に骨髄細胞移植
治療に匹敵する強い血管新生作用が認
められたが、EPO・CEPO の血管新生作用
は微弱であった。組織中では EPO より
AEPO の方がはるかに強い活性を示す。
CEPO の作用は EPOR/βc を発現している
と推測される線維芽細胞を介した作用
かもしれない。AEPO 投与に伴った筋組織
内の IL-6 の強い誘導が観察された。	
 

(3) ラット冠動脈再環流モデルでも EPO より
AEPO ではるかに強い心筋梗塞縮小効果
が見られた。また EPO 投与では多血症に
よる心臓内 BNP の強い誘導がみられたが、
AEPO 投与では造血作用も心不全誘発作
用も見られなかった。	
 

(4) In	
 vitro の血管新生では EPO と AEPO で
同等の血管新生誘導作用が認められた。
線維芽細胞によって分泌される内因性



 

 

IL-6 を抗体で中和すると、EPO 誘導体の
血管新生作用は消失した。この系では
CEPO には血管新生作用が認められなか
った。再度、内皮には EPOR/EPOR ホモ受
容体が発現していることが推測された。
EPOと AEPOの生物作用の違いがin	
 vitro
と in	
 vivo で一致しないことを、両者の
物性の違い等で説明する必要が生じた。	
 

(5) Gel	
 chromatographyによるヘパリン親和
性の強さは：VEGF	
 >	
 AEPO	
 >>	
 EPO	
 =	
 0	
 で
あった。EPO とは異なり、AEPO にはグリ
コサミノグリカンに対する結合能（組織
親和性）があることが推測された。また
筋肉内投与後の組織中濃度は、EPO では
持続的な濃度低下の進行が見られたが、
AEPOでは最初の6時間での急激な濃度低
下に引き続き一定の濃度が１日間持続
した。	
 

(6) AEPO には EPO より強い組織保護・血管新
生効果が期待されるが、一方では血栓性
血小板減少性紫斑病等の致死的血管内
皮傷害に対する治療効果は期待できな
い。そこで血管内皮に選択的に結合する
ような EPO 誘導体を設計した。ヒト EPO
の 165 アミノ酸全長のＣ末端にヒト
PLGF-2 のアルギニンリピートに富む領
域であるＣ末端側 30 アミノ酸残基を繋
げたキメラ蛋白：HEPO をバキュロウイル
スベクター・昆虫細胞の発現系で作成し、
部分生成ののちにその性状・活性を調べ
た。強力なヘパリン親和性を呈し、in	
 
vivo 投与によって long-acting	
 EPO とし
て作用した。驚いたことに血管新生抑制
作用を示した。PLGF-2 由来のモチーフが
グリコサミノグリカンに強く結合する
ことで徐放効果を示すとともに、VEGF 等
の血管新生増殖因子群の組織中の濃度
勾配を消去し、血管新生阻害作用を示し
たと推測された。EPO には腫瘍血管新生
作用が危惧されているが、HEPO は血管内
皮傷害治療薬としてのみならず、腫瘍性
貧血の治療薬としても期待される。	
 

	
 
(7) 考案：EPO 受容体の細胞内ドメインには

Jak1/stat3 の活性化モチーフが存在す
るが、これが赤血球造血（Jak2/stat5）
に有用であるとは考えにくい。EPO の血
管新生作用には内因性 IL-6 の存在が必
須であったが、これは IL-6 受容体と EPO
受容体の両者を同時に発現する内皮や
中枢神経等で IL-6 分泌亢進による炎症
反応活性化を誘発することなく、恒常的
に分泌されている微量の IL-6 による弱
い細胞内シグナルを利用して血管新生
作用および神経保護作用を誘導するた
めに進化した仕組みかもしれない。また
生理的 EPO 誘導体でありながら造血作用
を欠く AEPO が EPO より遙かに強い造血
外作用をもつのも、脱シアル体の組織親
和性によって説明されそうである。実際、
内分泌系から隔絶され、パラクリンによ
る制御を受けている中枢神経内では脱
シアル糖タンパクが重要な働きをして
いることが知られているが、これは中枢
神経に限ったことではないようである。	
 

(8) 展望：AEPO は特許された。HEPO は出願
中である。近年、本邦の製薬業者はリス
クを回避する傾向が強くなっている。
我々はＴＬＯとの協力で、海外の製薬業
者と AEPO の臨床開発に関する協議を開
始した。海外で臨床治験を進めたのちに
本邦へ逆導入したい。	
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