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研究成果の概要（和文）：エリスロポエチン（EPO）は、赤血球系の造血因子として発見され使用されてきたが、その
後の研究で組織保護的に働くことも明らかとなっている。研究代表者らは、EPO誘導体であるヘパリン親和性EPO（HEPO
）の合成に成功し、この新規EPO誘導体の特性を検討した。ヒトHEPO（rhHEPO）は長時間作用型の赤血球造血作用を示
しつつ、新たに血管新生阻害作用も獲得していた。本新規EPO誘導体（rhHEPO）は、造血促進効果および組織保護効果
を維持しており、さらに抗腫瘍効果（腫瘍増殖阻害）が付加されていることで、臨床への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Erythropoietin (EPO) has been used as an erythropoietic stimulant, and it also 
shows tissue-protective effects. We synthesized a hybrid molecule of EPO;heparin-binding EPO (HEPO), and 
studied the characteristics of this novel EPO derivative. Human HEPO (rhHEPO) shows not only long-acting 
erythropoietic activity, but also antiangiogenic effect. This novel EPO derivative (HEPO) may have an 
advantage to inhibit tumor growth while preserving hematopoietic and tissue-protective effects.

研究分野：生物系 医師薬学 内科系臨床医学 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 

(1) サイトカインには造血因子のように血

流を介して遠隔臓器に作用するものと、

血小板由来成長因子（PDGF）家系分子な

どの細胞増殖因子やケモカインのよう

に、ヘパリン親和性モチーフを介して分

泌局所に濃度勾配を形成して作用する

ものがある。エリスロポエチン（EPO）

は赤血球系の造血因子として発見され

たが、その後の研究で血管内皮・心筋・

中枢神経などにも作用し、細胞保護的に

働くことが明らかとなってきた（J Clin 

Invest 2010, Blood 2011, Brain Res 

2011, Stroke 2012, Proc Nac Acad Sci 

2012） 

(2) 哺乳類では低酸素および貧血に際し腎

から EPO がサージ分泌され、血流を介し

て骨髄の赤血球造血を刺激する（エンド

クリン）。これに対し虚血に弱い臓器・

組織である中枢神経や心・血管系では、

虚血や炎症などの組織傷害に際して臓

器内での EPO産生分泌の亢進と EPO受容

体（ EPOR）の発現亢進が誘導され、

EPO/EPOR システムを介した臓器保護作

用が起動される（パラクリン）。このよ

うに EPO は造血作用に加え、脳・心血管

保護作用とその臨床応用が期待できる。

実際に我々は急性心筋梗塞患者に対し、

標準的治療法である冠動脈インターベ

ンション後に rhEPO製剤を投与し、梗塞

巣の縮小と慢性期心不全の改善を観察

し報告した（Circ J 2010, 2010 年度日

本循環器学会 TR事業採択課題） 

(3) そこで申請者は、EPO にヘパリン親和性

モチーフを導入することでヘパリン親

和性 EPO（HEPO）の合成を試みた。ヒト

腎由来 EPOは 165アミノ酸残基からなる

糖タンパクで、３つの N-型糖鎖と 1 つの

O-型糖鎖をもつ。このヒト EPO糖タンパ

ク分子にヒト胎盤増殖因子（PLGF）のヘ

パリン親和性モチーフを導入すること

で HEPO の合成を行った。HEPO は組織外

マトリックスおよび血管内皮への特異

的結合性をもち、長期作用型の EPO 徐放

製剤として利用できる可能性がある。ま

た血管内皮親和性により、EPO の血管・

細胞保護作用に有用な特性が付加され

ることを期待した。 

(4) 下 図 の ご と く 精 製 し た ヒ ト HEPO

（rhHEPO）はヘパリン親和性を示した

（Drug Deliv 2012）。またヘパリンに結

合した状態でも EPO活性を保持しており、

EPO 依存性細胞株（AS-E2 細胞株）を用

いた in vitro の造血活性は rhEPO とほ

ぼ同等であった。正常マウスに投与して

造血作用を観察したところ、rhEPO では

投与開始後 7日目にヘモグロビン（Hb）

値のピークを迎え、14日目には低下して

いたが、rhHEPO では投与開始後 14 日目

でも Hb の増加傾向がみられた（長期作

用性）。 

 

２．研究の目的 

(1) rhHEPOの長期造血活性作用の機序を評価

し、より有効な投与方法の検討を行う。 

(2) rhHEPOの組織・血管内皮親和性および血

管増殖抑制作用の詳細な解析を行う。 

(3) rhHEPO の 安 定 発 現 株 （ Stable 

Transfectant）を樹立し、恒久的な

rhHEPOの収穫を図る。 

 

３．研究の方法 

(1) 安定発現株（Stable Transfectant）の作

成と大量培養系および蛋白精製系の確立 

・ヒト特有の糖鎖構造の重要性を踏まえ、現

在のバキュロウイルス・昆虫細胞系からヒト

細胞株による発現系を作成する。 

・Tet-On/Tet-Off Advanced Systemを利用し

て安定発現株（Stable Transfectant）を樹立

する。 

・オービタルシェイカーフラスコを用いた浮

遊細胞培養系を確立し、大量培養を行う。 

・ヘパリンカラムによる精製手法を確立し本

新薬の安定生産を開始する 

(2) In vitroにおける生物学的特性の解析 



・In vitro造血活性の検討にはAS-E2（EPO依

存性白血病細胞株）を用いる。 

・In vitro血管内皮作用の検討では血管新生

キットを用いる。 

(3) In vivo動物治療モデル実験 

・造血活性および血管内皮保護作用の検討は、

マウス下肢虚血治療モデルを用いる。 

・さらに、微小血管障害の治療モデル作成の

ための基礎検討を行う。 

・モノクロタリン誘発ラット肺血管障害モデ

ルは既に作成しているが、新たなマウス肺血

管障害モデルの開発や安定した作成のための

基礎検討を行う。 

 

４．研究成果 

(1) rhHEPOのEPO活性の検討 

  （ヘパリンアガロースゲルを用いたEPO

依存性細胞株AS-E2増殖活性の検討） 

ヘパリンアガロースデルを十分に洗浄し

たのちPBSに浮遊させた。EPOおよび各種

EPO誘導体を含む溶液に上記のゲル浮遊

液を加え、一夜静置した。それぞれ十分

に洗浄し、培養液に浮遊させたのち、

AS-E2細胞を加えて5日間培養し、細胞数

を測定した。 

EPOおよび各種EPO誘導体のAS-E2増殖活

性を検討した。rhHEPOのみが洗浄後もゲ

ルに吸着したまま残留し、その状態でも

EPO活性が保存されることが示された。 

(2) rhHEPOのin vitro造血活性の検討 

rhHEPOのin vitro造血活性力価を比較す

るため、AS-E2細胞にrhEPOまたはrhHEPO

を添加し、4日間培養して細胞数を測定し

た。  

その結果、rhEPOと同様にrhHEPO添加にお

いても、AS-E2細胞は濃度依存性の増殖を

示した。 

(3) rhHEPOのin vivo造血活性の検討 

健常マウスの左下肢大腿部に、rhEPOまた

はrhHEPOをdays O, 2, 4に筋注し、day 7

に採血を行った群とday 14に採血を行っ

た群で検血データの比較を行った。 

rhEPO投与群では7日目に赤血球造血のピ

ークがあり、14日目には既に低下してい

た。 

一方、rhHEPO投与群では14日目でもさら

に赤血球造血活性の上昇がみられた。 

この結果から、rhHEPOは長期作用型のEPO

徐放製剤となる可能性が示唆され、今後

さらに投与方法や評価日数の検討行う予

定である。 

(4) rhHEPOのin vivo血管新生阻害活性の検討 

マウスに麻酔を施行したのち、左下肢の

中間部に皮膚切開を加え、血管を露出。

大腿動脈起始部を結紮したのち、その末

梢の伏在動脈を結紮し、その他の側枝を

剥離して本管とともに切除。 

rhEPOまたはrhHEPOを虚血下肢筋肉内に

投与し、レーザードップラで下肢血流測

定を行った。 

rhEPO群およびコントロール群では強い

血流の回復が観察されたが、rhHEPO投与

群では有意な血流回復抑制効果が観察さ

れた。 

今回の研究期間中に、使用してきた血管

新生キットが製造中止となり、in vitro

における血管新生阻害の作用機序を評価、

検討することができなくなった。 

今後、新たな測定系を確立し、さらなる

検討を加えることで、rhHEPOの血管新生

阻害剤（抗腫瘍剤）としての臨床応用を

推進する。 

(5) rhHEPO糖鎖のヒト化および安定発現株

（Stable Transfectant）の樹立 

rhHEPOのヒト細胞株の発現系への移行は

可能であったが、蛋白の収量が低下して

しまう。 

その点を補うために安定発現株（Stable 

Transfectant）の樹立を試みたが、残念

ながら今回の研究期間には実現できなか

った。 

今後引き続き手法を変えて検討していく

予定である。 

(6) rhHEPOの臨床応用 

rhHEPOは特許化されている。 

今後は基礎検討を行いつつ、他施設やパ

ートナー企業との連携を含め、研究の拡

大を推進していく必要がある。 
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