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略 語 表 

 

本論文では以下の略語を使用する。 

 

AUC：血漿中濃度時間曲線下面積 (Area under the plasma concentration-time curve) 

ALT: アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT: Alanine aminotransferase） 

AST: アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST: Aspartate aminotransferase） 

C0：投与初期血漿中濃度 (Initial plasma concentration) 

Cmax： 高血漿中濃度 (Maximum plasma concentration) 

CL：クリアランス (Clearance) 

DIC：汎発性血管内凝固症候群 (Disseminated intravascular coagulation） 

EGF：上皮成長因子(Epidermal growth factor) 

ELISA：酵素免疫測定法 (Enzyme-linked immunosorbent assay) 

HPLC：高速液体クロマトグラフィ (High-performance liquid chromatography) 

Hct：ヘマトクリット値 (Hematocrit) 

ND：定量もしくは検出せず (Not detected) 

PBS：リン酸化緩衝生理食塩水 (Phosphate-buffered saline) 

PK: 薬物動態解析（Pharmacokinetics） 

PPK：母集団薬物動態解析（Population Pharmacokinetics） 

SD：スプラグドーリー：ラットの系統名 (Sprague-Dawley） 

T1/2α：α相の消失半減期 (α-phase elimination half-life) 

T1/2β：β相の消失半減期 (β-phase elimination half-life) 

TCA：トリクロロ酢酸 (Trichloroacetic acid) 

TM：トロンボモジュリン (Thrombomodulin) 

TM-α：トロンボモデュリン アルファ:遺伝子組換え型の可溶性 TM (Thrombomodulin-α） 

Vd：分布容積 (Distribution volume) 
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Vss：定常状態の分布容積 (Distribution volume in steady state) 

グリセロールラット：glycerol-誘発急性腎不全モデルラット 

腎摘ラット：5/6 腎結紮モデルラット 
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概 要 

血管内皮表在性タンパク質トロンボモジュリン（Thrombomodulin: TM）の欠失変異体

である可溶性ヒト・トロンボモデュリン アルファ（TM-α）は、抗血液凝固作用での臨床

使用が期待される医薬品である。TM-αは、期待作用に要する体内濃度より小過剰で副作

用を惹起することが危惧されており、体内濃度の精密な制御が安全・適正使用のために

必須である。しかし、本剤の体内動態、とりわけ、代表的な適用疾患である汎発性血管

内凝固症候群（Disseminated intravascular coagulation；DIC）での動態は殆ど解明されてい

ない。そこで、本研究では、125I-標識 TM-αを用いてラットでの基礎的検討を実施すると

共に、サルとヒトでの動態を解析するための非標識 TM-α分析方法を構築して、これら種

での解析も行った。更に、基礎実験での体内動態成果を基盤として、ヒト動態における

Population pharmacokinetics (PPK) 解析を行い、DIC 患者での TM-α動態の予測を行った。

また、タンパク質薬創薬の隆盛を念頭に、本研究で得られた成果と照らしながらタンパ

ク質製剤の体内動態研究における一般的留意点を整理、考察した。 

サルおよびヒトでの非標識 TM-α検出のため、TM-αの活性中心を認識するマウスモノ

クローナル抗体を作製し、サンドイッチ型の Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

系を確立した。本法は、ヒト血漿中の内在性 TM ないしその分解物（約 2 ng/mL 以下）を

検出すると共に、これに付加される外来 TM-αの濃度も測定可能であった。また、検出さ

れた TM-αが活性保持型か否かを確認するため、生物活性測定系も確立した。上記の両測

定系を用いて、TM-αを投与したサルおよびヒトの血漿サンプルを測定し、それぞれの測

定値間の相関性を調べた。その結果、ELISA 系と活性測定系の測定値の相関性は r>0.98

と良好であったため、ELISA 系を主測定系として差し支えないことを確認した。 

TM-αの全身クリアランスに対する腎と腎外のクリアランス（CL）の寄与率を調べた結

果、ラットとサルでは腎 CL と腎外 CL がほぼ 50:50 で、ヒトでは 60:40 であった。腎 CL

では、用量依存的な排出、すわなち非飽和性の排出が認められたことから、非特異的糸

球体ろ過機構が、主要な役割を演じると考えられた。また、腎外 CL では、肝、肺および

腎臓などに発現する非特異的なスカベンジャー受容体により取り込まれて代謝されるも
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のと推定された。動物とヒトでの TM-α体内動態解析データを基にして、腎 CL および腎

外 CL に関するアロメトリック係数を算出したところ、それぞれ 0.80 および 0.72 であっ

た。一般に、タンパク質薬と低分子薬の別を問わず、アロメトリック係数が 0.6～0.8 で

あった場合には、当該薬物の CL 機構は動物種間で同一と考えられる。従って、TM-α の

腎および腎外 CL に関する上述の機構はヒトにも適合するものと考えられた。 

健康成人と DIC 患者での Pharmacokinetics (PK）データを用いて、PPK 解析を行い、健

康成人と DIC 患者間の違い、並びに年齢、体重および血清成分濃度などの患者背景が PK

変動に相関するか否か等について解析した。その結果、TM-αの分布容積はヘマトクリッ

ト値と体重に相関し、CL の変動は腎機能、体重、ヘマトクリット値および年齢の違いに

連動することが分かった。これらの因子のうち、体重が も重要かつ安全性に影響する

可能性が示唆されたことから、本剤は体重あたりの用量設定が必要であると考えられた。

その他の要因については有効性・安全性への影響が小さいと考えられ、用法・用量への

配慮は必要ないと判断された。 
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緒 言 

米国食品医薬品局（Food and Drug Administration; FDA）により、ヒトインスリンが組換え

遺伝子工学技術を使った生物学製剤として 1983 年に初めて承認されて以来、多くのタンパ

ク質製剤が開発されてきた。国内においても 2001 年以降、抗体医薬品やワクチンなどタン

パク質製剤の承認数が増加している（表１）。タンパク質製剤の特徴は、反応機構が明確で

あり従来の低分子化合物に比べ高い効果が期待できる点にある。急性期脳梗塞治療薬とし

て開発された組織プラスミノゲンアクチベータや抗がん剤などの難治性疾患の治療薬とし

て開発された抗体医薬がその代表的な例である。一方、タンパク質製剤は一般にリガンド

等との特異性が高く、作用も強力なことが多いため、従来の低分子物質薬よりも過剰反応

についての注意が必要である 1)。2006 年 3 月に英国で起きたヒトリンパ球表面蛋白 CD28

に対するモノクローナル抗体の事例（TNG1412 事件）では、第 1 相臨床試験の開始早々に

投与群の 6 名全員に重篤なアナフィラキシー様症状が出現した 2)。また、組織プラスミノゲ

ンアクチベータは虚血性脳血管障害急性期などの重篤な血栓性疾患の治療薬として承認さ

れているが、過剰な血栓溶解反応による出血を起こさないよう十分に注意することが添付

文書に警告されている 3)。これらのことは、タンパク質製剤の臨床使用では、有効性発現を

実現する一方で、過剰反応の発現に注視しなければならないことを示唆する。従って、タ

ンパク質製剤の医薬品開発においては、ヒトでの薬物動態とヒトでの反応性との関係を詳

細に調べることにより、有効でかつ安全な用法・用量を厳密に設定することが重要である。 

タンパク質製剤の薬物体内動態については、これまでに肝臓などの臓器や血管内皮細胞

表面上に存在する特異的な受容体を介したエンドサイトーシスによる取り込み機構 4-6)や腎

糸球体からの排泄機構 7,8)などが報告されている。糸球体細胞のろ過に関しては、タンパク

質の形状や荷電の種類と強弱によって影響されることも報告されている 9-12）。このように、

タンパク質製剤の体内動態については、一定の知見が得られてはいるものの、上記機構の

普遍性や詳細についてはいまだ明確になっていないのが現状である。さらにタンパク質製

剤は血漿中に存在する多くのタンパク質分解酵素や好中球由来の活性酸素種などにより、

代謝･分解されることが知られている 13,14）。従って、タンパク質製剤の生体内でのクリアラ
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ンス (CL) には多くの機構が存在し、これらが同時にかつ複雑に生起するものと考えられる。

加えて、腎機能は種々の病態や外来ストレスによって変動することから、このような異常

状態下での動態もタンパク質製剤の有効性や安全性を評価する上で必須の知見と思われる。

従って、病態モデル、特に適用対象疾患での動態特性をより正確に把握することが重要と

考えられる。 

表 1 遺伝子組み換え技術によって創製され国内で承認されたタンパク質製剤の一覧

（2001 年以降 2010 年までを集計） 

発売年 一般名 主な対象疾患

2001 インターフェロンアルファコン-1 C型慢性肝炎におけるウイルス血症
2001 インスリン　アスパルト インスリン療法が適応となる糖尿病

2001 リツキシマブ ろ胞性非ホジキンリンパ腫など

2001 インターフェロンアルファ－2ｂ C型慢性肝炎におけるウイルス血症
2002 パリビズマブ 重篤な下気道患者の発症抑制

2002 インフリキシマブ（抗体医薬） クローン病

2003 インフリキシマブ（抗体医薬） 関節リュウマチ

2004 トラスツズマブ（抗体医薬） 転移性乳癌

2004 アガルシダーゼ　ベータ ファブリー病

2005 モンテプラーゼ 肺動脈血栓の溶解

2006 ラロニダーゼ ムコ多糖症など

2006 インターフェロン　ベータ-1a 多発性硬化症の再発予防

2006 ホリトロピン　アルファ 低ゴナドトロピン性男子性腺機能低下症

2007 ルリオクトコグ　アルファ 血液凝固VII因子欠乏症

2007 ベバシズマブ（抗体医薬） 進行・再発の結腸・直腸癌

2007 イデュルスルファーゼ ムコ多糖症II型
2007 ペグビソマント 先端巨大症

2007 インスリン　デテミル インスリン療法が適応となる糖尿病

2008 トシリズマブ(抗体医薬) キャスルマン病に伴う諸症状

2008 エタネルセプト（抗体医薬） 関節リュウマチ

2008 フォリトロピンベータ 複数卵胞発育のための調節卵巣刺激ほか

2008 ゲムツズマブオゾガマイシン（抗体医薬） 再発又は難治性のCD33陽性の急性骨髄性白血病
2008 人血清アルブミン アルブミン喪失など

2008 セツキシマブ（抗体医薬） 結腸・直腸癌

2008 トシリズマブ（抗体医薬） 関節リュウマチ

2008 エタネルセプト（抗体医薬） 関節リュウマチ

2008 トロンボモデュリン　アルファ 播種性血管内凝固症候群（DIC）
2009 ダルベポエチン　アルファ 透析施工中の腎性貧血

2009 オマリズマブ（抗体医薬） 気管支喘息

2010 エポエチン　ベータ インスリン療法が適応となる糖尿病

2010 アバタセプト（抗体医薬） 関節リュウマチ

2010 エクリズマブ（抗体医薬） 発作性夜間ヘモグロビン尿症における溶血  

 

  トロンボモデュリン アルファ（Thrombomodulin-α: TM-α）は、ヒト血管内皮細胞表面

に存在する天然型トロンボモジュリン（Thrombomodulin:TM）を構成するドメイン 1～5

のうち、可溶性部分（ドメイン 1～3）のみを遺伝子工学的に動物細胞（チャイニーズハ
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ムスター卵巣細胞；CHO）にて発現させた欠失変異体である 15) （図１）。TM-αの主作用

である抗血液凝固作用は、天然型 TM とほぼ同等であることが確認されている 15)。TM-α

は、図 2 に示すとおり、血液凝固因子であるトロンビンと結合し、トロンビンの基質を

血液凝固因子のフィブリノーゲンから、血液凝固抑制因子であるプロテイン C に切り替

える機能を有する。TM-αはこの機構に基づいて、トロンビンの生成を抑制するモジュレ

ーターとしての機能、ひいては血液凝固抑制作用を持つ 16-21)。このような性質から、TM-

αは汎発性血管内凝固症候群（Disseminated intravascular coagulation；DIC）への適用を認

められた医薬品である。DIC は血液癌などの悪性腫瘍や敗血症などの感染症などに高頻度

に合併する症候群である。DIC を発症すると血液凝固系の過度の活性化により微小血管内

に播種性の血栓形成が起こり、虚血などによる血管内皮細胞障害により臓器障害を呈す

るとともに、止血系因子の消費性低下および二次線溶亢進による著明な出血傾向を生ず

る。DIC を合併した患者の予後は悪く、また患者は肝臓、腎臓および肺などに障害を併発

している高齢者が多い 22-24)。ヒト内因性 TM の血漿中濃度はサイトカイン等とは異なり、

数 ng/mL 程度と比較的高い 25,26)。このことと関連するかもしれないが、血漿並びに尿中

には未変化体のほかにも多くの TM 由来の限定分解物（TM の抗原性を有する）の存在が

示唆されている 27)。さらに、DIC 患者では血管内皮細胞上での炎症反応の亢進により、

TM 分解物の濃度が有意に高くなることも推定されている 26-28)。これらのことから、外来

性の TM-αを患者に投与した際も、炎症依存的な分解亢進や腎機能低下によるクリアラン

ス低下が複雑にからみあい、健常人や健常動物モデルとはかなり乖離した動態状況とな

る可能性が否定できない。しかし、これは推論であって、その検証を行った研究例が存

在しない。このような背景の下に、本研究では TM-α化学療法の有効性や安全性確保を目

的として、本剤の体内動態について詳細に解析を行った。具体的には、下記の 3 項目に

ついて順次検討を行った。 

１）活性保持 TM-αの体内動態解析法の確立 

２）動物での TM-αの全身 CL に関与する消失機構解明とヒトへの外挿性 

３）TM-α適応疾患患者での Population pharmacokinetics （PPK）解析に基づく、患者で
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の Pharmacokinetics(PK)変動の有無や変動が有効性/安全性に及ぼす影響 

以下にこれらの成績について論述する。 

 

D3 D4 D5

COOHNH2

細胞外ドメイン

トロンボモデュリン アルファ

COOHNH2

D1

COOHNH2

細胞外ドメイン
トロンボモデュリン アルファ⇒TM-α

細胞膜

細胞質

D2 D3 D4 D5

COOHNH2

細胞外ドメイン

トロンボモデュリン アルファ

COOHNH2

D1

COOHNH2

細胞外ドメイン
トロンボモデュリン アルファ⇒TM-α

細胞膜

細胞質

D2

 

         図 1 トロンボモデュリン アルファ（TM-α）の構造 

      D1（ドメイン 1：1Ala – 226Asp）；レクチン様ドメインよりなり、炎症性サイトカインである 
High Mobility Group Box-1 (HMGB1)と結合し抗炎症作用を示す 

      D2（ドメイン 2：227Cys – 462Cys）；6 個の EGF 様ドメインよりなり、4～6 番目の EGF 様 
ドメインが抗凝固作用の活性中心 

D3（ドメイン 3：463Asp – 497Ser）；糖鎖結合ドメインで血漿中の消失半減期に関与している 
D4（ドメイン 4：498Gly – 521Lue）；細胞膜通過ドメイン 
D5（ドメイン 5：522Arg – 557Lue）；細胞内ドメインでその機能はまだ不明 

 

組織因子/活性化第VII因子

第X因子 活性化第X因子

活性化第V因子
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ﾌｨﾌﾞﾘﾉｹﾞﾝ
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血栓

ﾌﾟﾛﾄﾛﾝﾋﾞﾅｰｾﾞ複合体

ﾄﾛﾝﾎﾞﾓﾃﾞｭﾘﾝ ｱﾙﾌｧ

ﾌﾟﾛﾃｲﾝC

活性化ﾌﾟﾛﾃｲﾝC

X

阻害

X
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活性化第V因子

ﾌﾟﾛﾄﾛﾝﾋﾞﾝ ﾄﾛﾝﾋﾞﾝ

ﾌｨﾌﾞﾘﾉｹﾞﾝ
血小板

血栓

ﾌﾟﾛﾄﾛﾝﾋﾞﾅｰｾﾞ複合体

ﾄﾛﾝﾎﾞﾓﾃﾞｭﾘﾝ ｱﾙﾌｧ

ﾌﾟﾛﾃｲﾝC

活性化ﾌﾟﾛﾃｲﾝC

X

阻害

X

 

     図 2 トロンボモデュリン アルファの抗凝固作用機構 

          ×：TM-αによって阻害される反応 



 

 7

第一章 TM-α測定系の確立 

 

第一節 概 要 

 動物とヒトでの TM-αの薬物動態を明らかにするための測定法を確立するため、TM-αの

放射能標識方法と標識体の体内動態解析法（ラットおよびサル）、並びに非標識体投与後の

未変化体濃度を測定するための測定系（ヒト）の検討を行った。放射標識体の調製法は、

既報のタンパク質製剤標識法を参考に、生物活性への影響が少ないと考えられた

Enzyme-beads 法による 125I 標識を選択した。調製した標識体は、生物活性の保持が確認され、

かつ TM-α の薬物動態試験実施に必要な比放射能と安定性のいずれをもを満足することが

確認された。非標識体を測定する系としては、TM-αの生体内での分解・代謝情報や内因性

TM 濃度の事前情報を基に定量感度や特異性に関する到達目標を設定し、酵素免疫測定法と

生物活性測定法の 2 つの測定系の確立を行った。さらに両測定系間の相関性を TM-α投与後

の実サンプルを用いて検討した。両測定法間に高い相関性が得られたことから、簡便でか

つ感度の高い酵素免疫測定法（Enzyme-linked immunosorbent assay: ELISA）系を測定系とし

て選択した。 

 本章では上記の結果を踏まえ、生体内タンパク質製剤の薬物動態の測定系の確立につい

ての一般的な指針についても提言する。 

 

第二節 実験方法および結果 

第一項 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)系の確立 

TM-α は、既報 15)に基づき CHO 細胞に発現させ精製したタンパク質を用いた。Balb/c

雌性マウス（チャールス・リバー社、10 週令）にフロインド完全アジュバンド若しくは

RIBI アジュバンド中に懸濁した TM-α（15 mg/kg/0.2 ml）を腹腔内投与して免疫を行った。

2 および 4 週間後に同様な免疫を行った。体重増加が順調でかつ抗体産生能が高かったマ

ウスを選択し、免疫開始 8 週間後にアジュバンドを含まない TM-α（2.95 μg/kg/0.2 ml 生
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理食塩水）を腹腔内投与し 終免疫を行った。定法に従って、各マウスより脾臓を摘出

し、マウスミエローマ細胞との細胞融合を行ったのち、抗体産生能が高い株をキャピラ

リークローニング法により選別した 29,30)。クローニングされたハイブリドーマ細胞を増殖

させたのち、Balb/c 雌性マウス（チャールス・リバー社、5 週令）に約 1X107細胞／マウ

スの用量で腹腔内投与した。腹水（ハイブリドーマ細胞投与から 4 週後に腹水を採取）

を硫安沈殿法により精製し、モノクローナル抗体を取得した。 

得られたモノクーナル抗体（8 株）は定法により抗体のサブタイプを確認すると共に、

トロンビンと TM-α との結合阻害の有無（活性クエンチ型抗体か否かの確認）、並びにプ

ロテイン C を介した TM-α の活性測定系への影響の有無（プロテイン C 活性化の阻害能

を有するか否かの確認）について確認を行った（緒言、図 2 参照）。さらに、これらの抗

体の一部をビオチン標識し、以下に示すアビジン－ビオチン化法にて抗体間の組み合わ

せ試験を行った。すなわち、得られた抗体 (10 µg protein/100µL/well) を一次抗体として

96 穴マイクロプレートに固定化し、生理的リン酸緩衝液 [pH 7.4; phosphate-buffered saline 

(PBS)] well あたり 200 µL で 5 回洗浄したのちに TM-α 0、10、100、1000 ng/mL を 100 µL

添加した。室温で 2 時間静置後、PBS で 5 回洗浄したのちにビオチン化した二次抗体 (1 

µg protein/50 µL/well, 室温 120 分)を結合させた。さらに PBS で 5 回洗浄したのち、アビ

ジン化ペルオキシダーゼ標識体 (POD; 0.025 unit/0.1 mL saline/well; ロッシュ・ダイアグノ

スティックジャパン, 東京)を添加したのち、その特異的基質の酸化活性を測定した。そ

の結果、固層（1 次）抗体としてクローン R4B6（IgG1）を、また標識（2 次）抗体とし

てクローン R4D1（IgG1）を組み合わせた場合が も高感度に 1 次抗体−TM-α−2 次抗体の

3 者複合体を検出できたことから、この組み合わせを選択した。各モノクローナル抗体の

認識部位については、TM-の部分構造を用いたエピトープ解析を行うことで推定した（成

績未掲載）。TM-のドメイン 2 は 6 個の上皮成長因子（Epidermal growth factor；EGF）様

配列（以下 EGF1～6 と略す）より構成されるが、TM の抗凝固活性の中心は 4 番目から 6

番目の EGF 様構造（EGF4～6）と報告されている 16)。上記の 2 つの抗体のうち、R4D1

は EGF4～6 に結合する抗体であり、活性クエンチ型であった。一方、R4B6 は EGF1～3
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に結合する抗体であり、また活性を阻害しないことが確認された。R4B6 および R4D1 株

は抗体生産能を指標にして純化後、マウスへの投与/腹水採取/硫安精製を行ったのちにプ

ロテイン A カラムにて精製し、それぞれのモノクローナル抗体を得た。2 次抗体として使

用する R4D1 抗体については、定法に従って POD 標識を行った 31,32)。これらの 2 種のモ

ノクローナル抗体を用いてサンドイッチ型 ELISA 系の確立の検討を行った。 

サンドイッチ ELISA による TM-α 定量は、以下の操作により行った。血漿サンプルは

0.9 M NaCl および 0.05% Tween80 を含む 150 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.4）にて

5 倍以上の希釈を行い、測定に供した。一方、尿サンプルは 0.15 M NaCl および 0.05% 

Tween80 を含む 150 mM リン酸緩衝液（pH 7.4）にて 2 倍以上の希釈を行い、測定に供し

た。サンプル希釈に用いる緩衝液の塩濃度の違いの理由については後述する。96 穴マイ

クロプレートに 50 mM 炭酸ナトリウム緩衝液(pH 9.6)に溶解した抗 TM-α抗体（R4B6；

タンパク質量、100 µg/mL）を well あたり 50 μL 添加し、4℃で 24 時間静置した。PBS で

5 回洗浄したのち、ブロックエース溶液 [大日本住友製薬（旧大日本製薬）、大阪；蒸留

水にて 4 倍希釈] を well あたり 200 μL 入れ、室温で 1 時間静置した。0.05% Tween80 を

含む PBS で 5 回洗浄したのち、試料溶液を well あたり 100 μL 入れ、室温で 2 時間静置し

た。さらに 0.05% Tween80 を含む 150 mM リン酸溶液 (pH 7.4) に溶解した POD 標識抗

TM-α抗体（2 次抗体; 1 µg/mL）を well あたり 50 μL 添加し室温で 1 時間静置した。再び

0.05% Tween80 含有 PBS で 5 回洗浄したのち、基質溶液 [0.5 mg/mL オルトフェニレンジ

アミンおよび 0.0175% 過酸化水素水を含む 24 mM クエン酸-リン酸緩衝液(pH 5.2)] を

100 μL/well 加え、暗所で約 20 分間反応させた。1.5 M 硫酸を 50 μL/well 添加して反応を

停止させたのち、96 穴用吸光光度計にて 492 nm の吸光度を測定した。標準溶液にて検量

線を作製し、試料溶液中の TM-α濃度を算出した。 

  生体に投与された TM-α は、血漿以外に尿中にも出現することが示唆されているため

25,26)、測定はこれらの 2 種の体液を対象として行った。一般に生体内タンパクを ELISA

法にて定量する際には体液中の妨害成分により影響を受けることから、Hashida らの報告

33)に従って塩濃度を上げることによりこの妨害成分による影響を 小化する検討を行っ
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た。血漿を試料とした場合、5 倍希釈試料を用いても TM-α定量妨害物質の影響が無視で

きなかった。図 1-1(A)には、20%血漿（5 倍希釈血清）の存在下および非存在下に TM-α (10 

ng/mL)の定量を行った結果を示す。血漿存在下で測定した場合、試料中の塩濃度が低い

と対照（血漿非存在下）と比べて顕著に吸光度が低下した。しかし、血漿存在下でも、

NaCl 濃度を増加させることによって、妨害物質の影響を排除できた［図 1-1(A)］。従って、

上述の通り、血漿は予め 0.9 M NaCl 含有緩衝液で 5 倍に希釈することとした。尿では、2

倍希釈試料でも尿成分による分析妨害は認められなかった［図 1-1(B)］。血漿においては、

0.9 M NaCl の添加により感度の低下が懸念されたが、これまでに報告されている内因性

の TM 濃度文献値の範囲である 2 ng/mL 程度が本 ELISA 系にて定量可能であったことか

ら、塩存在下でも十分な感度が得られると判断した。ヒト血漿での本 ELISA 系の検量線

の一例を図 1-2 に示す。 

本 ELISA 系がヒト血漿中の内因性 TM を検出するかどうかを確認するため、健康成人

6 例の血漿を用いて濃度測定を行ったところ、平均 2.5 ng/mL（ 大値 2.9 ng/mL、 小値

2.1 ng/mL）といずれの個体も検出された（表 1-1）。さらにこの内因性 TM が ELISA 系の

測定値に影響を及ぼすかどうかを確認するため、それぞれの血漿に 10 および 100 ng/mL 

の TM-αを添加し、その回収試験を実施した。その結果、いずれも許容される基準（添加

濃度の±20%以内）を満たしたことから、内因性 TM は ELISA の測定値に影響を及ぼさな

いと判断された。 
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図 1-1 ヒト血漿および尿成分が TM-α定量に及ぼす影響とそれに対する NaCl 添加効果 

               各プロットは平均値±標準偏差 (n=3 ) 
 

(A)血漿 

(B)尿 
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図 1-2 ヒト血漿 TM-αの ELISA による定量での検量線 

各プロットは平均値±標準偏差 (n=3) 
 

表 1-1 ELISA 系による内因性 TM 濃度の検出と TM-α回収率 

総TM濃度 (ng/mL) TM-α回収率 (%) a)

被験者
内因性TM濃度 TM-α

10 ng/mL 100 ng/mL 10 ng/mL 100 ng/mL

A 2.7 12.7 91.3 100.0 88.6

B 2.5 11.1 94.8 86.0 92.3

C 2.9 11.8 92.2 89.0 89.3

D 2.3 11.2 95.7 89.0 93.4

E 2.3 12.4 96.2 101.0 93.9

F 2.1 11.8 101.8 97.0 99.7

平均値 ± 標準偏差 2.5 ± 0.3 11.8 ± 0.6 95.3 ± 3.7 93.7 ± 6.4 92.7 ± 4.4

TM-α TM-αTM-α

総TM濃度 (ng/mL) TM-α回収率 (%) a)

被験者
内因性TM濃度 TM-α

10 ng/mL 100 ng/mL 10 ng/mL 100 ng/mL

A 2.7 12.7 91.3 100.0 88.6

B 2.5 11.1 94.8 86.0 92.3

C 2.9 11.8 92.2 89.0 89.3

D 2.3 11.2 95.7 89.0 93.4

E 2.3 12.4 96.2 101.0 93.9

F 2.1 11.8 101.8 97.0 99.7

平均値 ± 標準偏差 2.5 ± 0.3 11.8 ± 0.6 95.3 ± 3.7 93.7 ± 6.4 92.7 ± 4.4

TM-α TM-αTM-α

 

a) (TM-α添加血漿の総 TM 濃度－内因性 TM 濃度）／（TM-α添加濃度）X 100 

 

第二項 生物活性測定に基づく TM-α定量法 

生物活性測定系の確立にあたっては、体液中妨害成分の影響を如何に除去するかが重
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要な課題となる。本研究で調製した ELISA 用一次抗体（R4B6）が生物活性非クエンチ型

であったことから、ELISA と同様に、これを TM-α捕捉用の抗体として選択した。すなわ

ち、血漿中の TM-αを捕捉し、これを洗浄して試料中の非分析対象成分を除去後、得られ

たTM-α含有試料にヒトトロンビンおよびヒトプロテインCを添加して反応させた。TM-α

依存的に生成する活性化プロテイン C 活性を、特異的基質(S2366)との反応で生成する着

色生成物を測定して求め 34)、これを TM-α生物活性の指標とした。ELISA と同様に 0.9 M 

NaCl と 0.05% Tween80 含有 PBS で試料を 2 倍以上に希釈することにより、サルおよびヒ

ト共に生体成分による分析妨害を完全に消去できることが確認された(成績未掲載)。そこ

で、緩衝液のみに溶解した TM-α標準液につき、上記と同様の操作を行って検量線を作成

し、これに当てはめて生体試料中 TM-α量を算出した。具体的な測定方法を以下に示す。 

96 穴マイクロプレートに 50 mM 炭酸ナトリウム緩衝液(pH 9.6)に溶解した抗 TM-α抗体

（R4B6; 100 µg protein/mL）を well あたり 100 μL 添加し、4℃で 24 時間静置した。PBS 200 

µL/well で 5 回洗浄したのち、ブロックエース溶液（4 倍希釈）を 250 μL/well 入れ、室

温で 1 時間静置した。0.05% Tween80 を含む PBS で 5 回洗浄したのち、TM-α標準溶液お

よび試料溶液を well あたり 100 μL 入れ 2 時間静置した。0.05% Tween80 を含む生理的リ

ン酸緩衝液(pH 7.4)で 5 回洗浄したのち、ヒトトロンビン（0.4 国際単位/mL）、ウシプロ

テイン C（12 µg/mL）、0.1%ウシ血清アルブミン、3 mM CaCl2、および 0.1 M NaCl を含む

50 mM Tris-HCl 緩衝液(pH 8.5)を 110 μL/well 添加した。37℃で 5 時間反応させたのち、ウ

シアンチトロンビン III（0.29 mg/mL）およびヘパリン（67 μg/mL）を含む 50 mM Tris-HCl

緩衝液（pH7.5）を 15 μL/well 添加することにより、TM-α による活性化プロテイン C 生

成反応を停止させた。室温で 15 分間静置させたのち、活性化プロテイン C に対する特異

的発色基質（S-2366、0.74 mM）および 0.2 M CsCl を含む 50 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 8.5）

を well あたり 90 μL 添加した。室温で 20 分間反応させたのち、酢酸を 15 μL/well 添加す

ることにより発色反応を停止し、96 穴用吸光光度計にて 405 nm の吸光度を測定した。標

準溶液にて検量線を作製し、試料溶液中の活性保持 TM-α量を算出した。検量線の一例を

図 1-3 に示す。ELISA 系と同様に、TM-αの添加回収試験を実施した結果、いずれの被験
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者においても TM-αを添加した血漿中の生物活性値は、許容される基準（設定濃度の±20%

以内）を満たした。 

y = -0.00002x 2 + 0.0101x + 0.2332
R = 1.000
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図 1-3 ヒト血漿 TM-αの生物活性測定による定量での検量線 

各プロットは平均値±標準偏差 (n=3) 

 

表 1-2 生物活性測定法による内因性 TM 濃度の検出と TM-α回収率 

総TM濃度 (ng/mL) TM-α回収率 (%)a)

被験者
内因性TM濃度

TM-α

40 ng/mL 80 ng/mL 40 ng/mL 80 ng/mL

A ND 36.4 81.4 90.9 101.8

B ND 39.7 81.9 99.2 102.4

C ND 38.0 81.9 95.1 102.4

D ND 35.6 80.1 89.1 100.0

E ND 37.7 75.5 94.2 94.4

F ND 39.5 74.1 98.8 92.6

平均値±標準偏差 ND 37.8 ± 1.6 79.2 ± 3.5 94.6 ± 4.1 98.9 ± 4.3

TM-α TM-α TM-α

総TM濃度 (ng/mL) TM-α回収率 (%)a)

被験者
内因性TM濃度

TM-α

40 ng/mL 80 ng/mL 40 ng/mL 80 ng/mL

A ND 36.4 81.4 90.9 101.8

B ND 39.7 81.9 99.2 102.4

C ND 38.0 81.9 95.1 102.4

D ND 35.6 80.1 89.1 100.0

E ND 37.7 75.5 94.2 94.4

F ND 39.5 74.1 98.8 92.6

平均値±標準偏差 ND 37.8 ± 1.6 79.2 ± 3.5 94.6 ± 4.1 98.9 ± 4.3

TM-α TM-α TM-α

 

a)（TM-α添加血漿の総 TM 濃度－内因性 TM 濃度）／（TM-α添加濃度）X 100 

ND: 未検出 
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第三項 ELISA による TM-α定量法の実用性 

ELISA 系を用いたラット、サルおよびヒトの血漿並びに尿中測定法の測定感度と再現性

（表 1-3）および試料保存条件（表 1-4）をそれぞれ表に示す。ラット血漿（20-1000 ng/mL）、

サル血漿（1-100 ng/mL）、サル尿（2-200 ng/mL）、ヒト血漿（1-100 ng/mL）およびヒト尿

（1-40 ng/mL）サンプルを繰り返し 3 回調製し濃度測定をおこなった。真度｛設定濃度か

らのずれ=［ (測定値-設定濃度) / 設定濃度］X 100｝が±20%以内であり、かつ精度［定量

値のバラつき=(測定濃度の標準偏差 / 測定濃度の平均値) X 100］が 20%以内であった 低

濃度を定量限界値と判断した。ヒト血漿中濃度を測定する際の定量限界は、検量線上で 0.2 

ng/mL であり、血漿を 5 倍以上希釈することから、1 ng/mL であった。一方、ヒト尿中測

定時の定量限界は、検量線上で 0.5 ng/mL、尿の 低希釈率が 2 倍であることから、血漿と

同様に 1 ng/mL であった。 

測定内変動については、正常動物若しくは健常者ヒトの血漿および尿を用いて、想定さ

れる濃度範囲を含む 3 つの異なる TM-α 濃度サンプル（設定濃度は表 1-3 参照、各 n=3）

を測定した結果、設定濃度に対する変動値はいずれも±20%以内と良好な結果であった。

測定間変動についても、測定内変動試験と同等な濃度にて 3 回の測定を行った結果、いず

れも設定濃度に対する変動値はいずれも±20%以内と良好な結果であった。 

これらの結果から、本測定系をラット、サルおよびヒトの薬物動態試験の定量法として

使用することに問題はないと考えられた。また上記試料の安定性に関しては表中の条件下

においていずれも安定であることが示され、試料採取時から分析に至るまでの過程におけ

る安定性も確認された。 
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表 1-3  ELISA 法バリデーション試験結果概要 

測定内変動
a)

測定間変動
b)

動物種
生体

試料

定量限界

(ng/mL) 精度(%) 真度(%) 精度(%) 真度(%)

ラット 血漿 20 2.5～6.0 -4.2～5.3 2.2～7.0 -6.7～0.5

サル 血漿 1 1.1～4.9 -15～-0.5 2.4～7.8 -10.7～2.7

サル 尿 2 2.5～4.7 -9.3～1.5 1.7～2.1 3.4～5.3

ヒト 血漿 1 1.9～11.0 -6.5～-0.7 8.0～16.3 -10.4～-3.8

ヒト 尿 1 1.5～4.3 3.0～7.2 3.5～8.8 8.4～10.8

測定内変動
a)

測定間変動
b)

動物種
生体

試料

定量限界

(ng/mL) 精度(%) 真度(%) 精度(%) 真度(%)

ラット 血漿 20 2.5～6.0 -4.2～5.3 2.2～7.0 -6.7～0.5

サル 血漿 1 1.1～4.9 -15～-0.5 2.4～7.8 -10.7～2.7

サル 尿 2 2.5～4.7 -9.3～1.5 1.7～2.1 3.4～5.3

ヒト 血漿 1 1.9～11.0 -6.5～-0.7 8.0～16.3 -10.4～-3.8

ヒト 尿 1 1.5～4.3 3.0～7.2 3.5～8.8 8.4～10.8
 

a) 下記に示した正常動物若しくは健常者ヒトの血漿および尿を用いて、想定される濃度範囲を含む 3 つ

の異なる TM-α濃度サンプルを 3 回調製し、同じ 96 プレート内にてこれら 3 つのサンプル（各 n=3）

の濃度を測定した。なお検量線の範囲を超えるサンプルは希釈を行った。数字はいずれも設定濃度に

対する変動値（%）を表示した。使用した 3 濃度は以下の通り： 

ラット血漿；50、400 および 1,600 ng/mL  

サル血漿；15、80 および 1,800 ng/mL、サル尿；7、80 および 1,800 ng/mL  

ヒト血漿；10、100 および 1,000 ng/mL、ヒト尿；50、200 および 1,000 ng/mL 

b) 上記の正常動物若しくは健常者ヒトの血漿および尿サンプル(測定内変動試験と同じ濃度)を 1 日 1 回

調製し、3 日間繰り返し測定した。なお検量線の範囲を超えるサンプルは希釈を行った。数字はいず

れも設定濃度に対する変動値（%）を表示した。 

 

 表 1-4  ELISA 法による生体試料中保存安定性試験概要 

安定性が検証された保存条件
a)

動物種 生体試料
操作中

b)
凍結保存

c)
凍結融解

d)

ラット 血漿 氷冷下で 2 時間 -30℃以下で 4週間 3 回

サル 血漿 室温で 6 時間 -80℃以下で 1 ヶ月間 5 回

サル 尿 室温 24 時間 -80℃以下で 1 ヶ月間 5 回

ヒト 血漿 室温で 6 時間 -80℃以下で 2 年間 5 回

ヒト 尿 室温で 24 時間 -80℃以下で 2 ヶ月間 5 回

安定性が検証された保存条件
a)

動物種 生体試料
操作中

b)
凍結保存

c)
凍結融解

d)

ラット 血漿 氷冷下で 2 時間 -30℃以下で 4週間 3 回

サル 血漿 室温で 6 時間 -80℃以下で 1 ヶ月間 5 回

サル 尿 室温 24 時間 -80℃以下で 1 ヶ月間 5 回

ヒト 血漿 室温で 6 時間 -80℃以下で 2 年間 5 回

ヒト 尿 室温で 24 時間 -80℃以下で 2 ヶ月間 5 回
 

a) 添加直後の TM-α定量値に比して±15%以内を満たすことが確認された条件を表示。 

b) ラット血漿（50、1,600 ng/mL）、サル血漿（15、80 ng/mL）、サル尿（7、80 ng/mL）、ヒト血漿（10、 

100、1,000 ng/mL）およびヒト尿（100 ng/mL）に括弧内に示す濃度で TM-αを添加後、ELISA 系

にて測定した (n=3)。 
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c) ラット血漿（50、1,600 ng/mL）、サル血漿（15、80 ng/mL）、サル尿（7、80 ng/mL）、ヒト血漿（10、

100、1,000 ng/mL）およびヒト尿（10、100、1,000 ng/mL）に括弧内に示す濃度で TM-αを添加後、

測定した (n=3)。 

d) ラット血漿（50、1,600 ng/mL）、サル血漿（15、80 ng/mL）、サル尿（7、80 ng/mL）、ヒト血漿（10、

100、1,000 ng/mL）およびヒト尿（10、100、1,000 ng/mL）に括弧内に示す濃度で TM-αを添加後、

測定した (n=3)。 

 

第四項 TM-α依存的なプロテイン C 活性化の評価に基づく TM-α定量法の実用性 

生物活性を指標とする定量法では、20～160 ng/mL（サル血漿）、および 5～120 ng/mL

（ヒト血漿）の濃度範囲で TM-α添加量依存的な活性化プロテイン C による S-2366 分解

の上昇が認められた（図未掲載）。添加量からのずれ（真度）および標準偏差の平均値に

対する割合（精度）共に 15%未満と良好な結果を示した（表 1-5）。また、保存安定性に

ついても表中のいずれの条件下でも安定であることが示され、試料採取時から分析に至

るまでの過程における安定性も確認された（表 1-6）。ヒトおよびサル血漿中濃度測定時

の検出感度は、試料希釈倍率（2 倍）を補正後の値でそれぞれ 10 および 40 ng/mL であっ

た。これは ELISA の感度（いずれも 1 ng/mL）より劣るものの、TM-αの想定される血漿

中濃度（500 ng/mL 以上）を十分に定量可能であった。 

表 1-5 生物活性法バリデーション試験結果の概要 

測定内変動
b)

測定間変動
c)

動物種 生体試料
定量限界

a)

(ng/mL) 精度(%)d)
真度(%)e)

精度(%)d)
真度(%)e)

サル 血漿 40 2.7～3.2 0.1～3.9 4.6～13.1 -0.5～0.9

ヒト 血漿 10 3.3～8.5 -11.4～6.8 3.0～5.2 -9.9～3.6

測定内変動
b)

測定間変動
c)

動物種 生体試料
定量限界

a)

(ng/mL) 精度(%)d)
真度(%)e)

精度(%)d)
真度(%)e)

サル 血漿 40 2.7～3.2 0.1～3.9 4.6～13.1 -0.5～0.9

ヒト 血漿 10 3.3～8.5 -11.4～6.8 3.0～5.2 -9.9～3.6
 

a) サル血漿（20～160 ng TM-α/mL）およびヒト血漿（5～120 ng TM-α/mL）を調製し、濃度測定を行っ

た (n=3)。真度が±20%以内であり、かつ精度が 20%以内であった 低濃度を定量限界値と判断した。 

b) 薬物未処理サルおよびヒトの血漿に、TM-α投与後に想定される濃度を含む異なる濃度（下記）の TM-α

を添加後、濃度を測定した (n=3)。検量線の範囲を超えるサンプルは希釈ののちに分析した。 

サル血漿；480 および 960 ng/mL  

ヒト血漿；100 および 1,000 ng/mL 

c) 上記と同じ TM-α添加血漿サンプルを 1 日 1 回調製し、3 日間繰り返し測定した。 

d) 測定のバラツキを、(実測値の標準偏差 / 実測値の平均値) x 100 で算出 

e) 実測値の添加値からのズレを、 [(実測値 − 添加量) /添加量] x 100 で算出 
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表 1-6 生物活性法による生体試料中保存安定性試験概要 

安定性が検証された保存条件
a)

動物種 生体試料
操作中

b)
凍結保存

c)
凍結融解

d)

サル 血漿 室温で 6 時間 -80℃以下で 1 ヶ月間 5 回

ヒト 血漿 室温で 6 時間 -80℃以下で 1 ヶ月間 5 回

安定性が検証された保存条件
a)

動物種 生体試料
操作中

b)
凍結保存

c)
凍結融解

d)

サル 血漿 室温で 6 時間 -80℃以下で 1 ヶ月間 5 回

ヒト 血漿 室温で 6 時間 -80℃以下で 1 ヶ月間 5 回
 

a) 添加直後の TM-α定量値に比して±15%以内を満たすことが確認された条件を表示。 

b) サル血漿（480、960 ng/mL）およびヒト血漿（100、1,000 ng/mL）に括弧内に示す濃度で TM-αを添

加後、生物活性法にて測定した（n=3）。 

c) サル血漿（480、960 ng/mL）およびヒト血漿（100、1,000 ng/mL）に括弧内に示す濃度で TM-αを添加

後、生物活性法にて測定した（n=3）。 

d) サル血漿（480、960 ng/mL）およびヒト血漿（100、1,000 ng/mL）に括弧内に示す濃度で TM-αを添

加後、生物活性法にて測定した（n=3）。 

 

第五項 TM-αの定量値と生物活性指標との相関性 

サルおよびヒトに TM-α（サル、50～250 μg/kg；ヒト、0.03～0.3 mg/bdy）を静脈内単回

投与したのち、血漿サンプルを ELISA 法と生物活性に基づく分析法の測定に付し、両系

での定量値の相関を解析した結果をそれぞれ図 1-3 および図 1-4 に示す。いずれの種にお

いても、ELISA 法と生物活性指標評価法にて求めた TM-α量との相関係数は 0.98 以上で、

かつ傾きはほぼ 1 であった。このことから、ELISA 法で算出された TM-α定量値は生物活

性評価法で得た値と等価であることが確認された。従って、活性保持 TM-αの血漿中濃度

分析は ELISA のみで定量しても問題ないと考えられた。 
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図 1-3 ELISA 系と生物活性測定法で求めた TM-α定量値の相関： 

サル血漿サンプルでの検討（試料数＝22） 
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図 1-4 ELISA 系と生物活性測定法で求めた TM-α定量値の相関： 

ヒト血漿サンプルでの検討（試料数＝383） 

 

第三節 考 察 

生体試料中のタンパク質薬の定量法を確立する際には、生物活性を正確に反映する定

量系の構築が重要な課題である。その中で確認すべき項目は、少なくとも以下の 3 点が

考えられる。 
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(1)動物評価系において、外来タンパク質薬の活性代謝物の血漿や尿中への出現の有無 

(2)ヒト血漿中に内因性タンパク質ないしその代謝物が存在する可能性の有無 

(3)対象疾患と健常者間での内因性タンパク質とその代謝物の濃度に関する違いの有無 

もし上記のすべての項目で該当がない場合には、ELISA 系のみを確立すれば良いが、1 項

目でも該当する場合には ELISA 系と共に生物活性測定系を確立する必要がある。求めら

れる定量感度に関しては、投与した薬剤の濃度が内因性のタンパク質濃度より低い状況

に至れば、それは治療有効濃度以下への変化を意味する。従って、外因性のタンパク質

薬の測定感度は内因性の血漿中濃度が定量できる感度であれば実用上は問題ないと考え

られる。一方、生物活性測定系に必要とされる感度は、タンパク質薬の臨床用量での血

漿濃度推移を定量可能であれば良いと考えられる。目安としては 高血漿中濃度 

(Maximum plasma concentration: Cmax) からその1/10程度までの範囲で定量できる感度であ

る。TM-α の場合は、放射標識薬を用いた動物での予備動態試験の結果や文献情報 26-28)

等から、上記の 3 項目の中で(3)を除く 2 つが「是」と考えられた。このことから、ELISA

系と共に生物活性測定系を確立した。内因性の TM は本研究で構築した生物活性測定法

の定量限界値である 10 ng/mL を超える濃度が存在することも報告されている 26,28 )。しか

し、本生物活性測定系では、国内並びに海外の臨床試験のいずれでも内因性 TM-αが検出

されなかったことから、本生物活性測定法は内因性 TM には不応答の測定法であると考

えられた。この活性測定系は、固相化抗体で捕捉した TM-αの生物活性を連携末端酵素で

あるプロテイン C の触媒機能を指標として測定する系である。本活性測定系は、ELISA

法で用いた 1 次抗体を使用することから、ELISA 法の対象と同一物質の活性を把握する

ことができ、また血漿成分を除去洗浄することで特異的な検出が可能であると考えられ

た。一般に、内因性高分子化合物そのもの、あるいはこれに近似する薬物の場合、生体

内物質の影響を排除して特異的かつ高感度な生物活性測定系を確立することは容易では

ない。しかし、本研究での TM-α活性測定では、固相化抗体を利用する純化操作の導入に

より、これらの課題を克服できた。同様の方法は、酵素活性を有する他のタンパク質製

剤の分析でも有用と考えられる。 
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ヒト内因性 TM の血漿中濃度の 低値は 2 ng/mL 程度と報告されており 19,20)、本研究で

構築した ELISA 系の定量限界値（1 ng TM-α/mL）はこれよりも低値であったことから、

感度的には十分であると考えられた。事実、健康成人の血漿を用いた内因性 TM 濃度の

測定を行ったところいずれも応答し、平均で 2.5 ng/mL であった。さらに内因性 TM によ

る TM-α投与後の血漿中濃度値への影響の有無を検討した結果、内因性 TM による定量値

への影響はないことが確認されたことから、本 ELISA 系は特異性を有する測定系である

と考えられた。 

一方、サルに臨床用量（50 µg/kg）の TM-αを静脈内投与した際の Cmax が約 1,400 ng/mL

であったことから、生物活性測定法は 7 半減期以上の時間をカバーできるものと考えら

れ、ELISA 系との相関性を確認するには十分な感度であることが確認された。生体内高

分子化合物の薬物動態を研究するにあたっては、充分な感度の定量法を構築すると共に、

その方法で検出された薬物が活性を保持するものか否かの判別に係る生物活性測定系の

確立が必要である。本研究では臨床試験実施前の段階でこの課題を克服できた。 

次に、ヒト TM-αの定量感度について考察する。一般に、対象とする化合物にて臨床試

験を初めて開始する際には、安全性に考慮して十分に低い用量から実施する。TM-αの場

合は、サル反復毒性試験時の無作用量（0.6 mg/kg）でのトラフ濃度（609 ng/mL）を超え

ない用量として、PK パラメータを参考に 0.03 mg/kg（体重 60kg として 1.8 mg/body）が

算出され、これにヒト試験時に一般に使用される安全係数の 1/60 を乗じて 0.03 mg/body

とした。ヒト尿中 TM-αの ELISA 系での定量感度は 1 ng/mL であったが、1 日あたりの尿

量を 1,500 mL とした場合、投与された 0.03 mg が全て尿へ排泄されると仮定すると尿中

平均濃度は 20 ng/mL と試算される。定量限界はこれの 1/20 なので、排泄率 5%程度まで

は定量可能であると考えられた。また、上記無作用量（1.8 mg/body）まで用量を上げた

場合には、さらにその 1/60（投与薬剤の約 0.08%）まで検出が可能であることが確認され

た。従って、構築した ELISA 法はヒトの尿中濃度測定についても十分な感度を有すると

考えられた。 

TM-α 投与後のサルおよびヒトの血漿中濃度を上記 ELISA および生物活性検定で比較
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検討したところ、両系での定量値には高い相関性（r>0.98）が得られ、かつ、回帰直線の

傾きがほぼ 1 であることから、ELISA 系にて検出された TM-αの多くは活性を保持するも

のと考えられた。TM-αは生体内において一部代謝されて活性を失うものと推定される（詳

細は後述、第二章考察参照）。本研究では、TM-α 定量値は ELISA と生物活性検定法のど

ちらで測定しても等価であったことから、ELISA 系では代謝物を殆ど検出していないも

のと考えられた。今回構築した ELISA 系では、二次抗体に活性中心であるドメイン 2 の

4～6 番目の EGF 様構造部を認識するモノクローナル抗体を使用していることから、生物

活性との高い相関性が期待されたが、試験結果はこれを支持した。 
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第二章 実験動物および健常成人での TM-αの体内動態 

 

第一節 概 要 

 本章記載の実験では、TM-α のクリアランス機構についての解析を実施し、125I で標識し

た TM-α を用いてラットに静脈内投与後の組織分布や代謝物生成の程度を経時的に調べる

ことで、TM-αの体内からの消失機構の解明を目指した。ラジオクロマトグラフィーを用い

た代謝物の検討結果から、１）生体内に投与された TM-αの一部は肝臓などの臓器によって

取り込まれ代謝分解されること、また２）残りは腎臓を介して未変化体として排泄される

ことが分った。すなわち、TM-αの消失には腎クリアランスと腎外クリアランスが同程度関

与し、それぞれ腎糸球体ろ過と組織での非特異的な代謝機構が関与するものと考えられた。 

血漿中には主に未変化体が存在するものの、時間と共に低分子の代謝物が増加する傾向

が見られたことから、未変化体のクリアランスを精度よく算出するためには、放射性元素

による検出よりもむしろ第一章で述べた ELISA 法を用いるのが有用であると考えられた。

そこで、ヒトへの外挿性については、ラット、サルおよびヒト（健康成人）に非標識体を

投与したのちの TM-α未変化体の血漿中濃度推移並びに尿排泄率を ELISA 法にて検討した。

その結果、アロメトリック法に基づきヒトへの外挿性を確認したところ、腎クリアランス

並びに腎外クリアランスのいずれもヒトへ外挿可能であることがわかった。また腎クリア

ランスについては、一般的な急性腎障害モデル（50%グリセロールモデルラット；重度の障

害）並びに慢性腎障害モデル（5/6 腎結紮モデルラット；中等度の障害）を用いて、腎障害

の程度が TM-α未変化体の濃度推移に及ぼす影響について検討を加えた。その結果、いずれ

の障害モデルにおいても TM-α のクリアランスが低下する傾向が見られたものの統計学的

に有意な変化は認められなかった。 
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第二節 実験方法 

第一項 ラットでの TM-α動態 

１）放射能標識 TM-αの調製 

体液や組織中の TM-α を検出する際、10 ng/mL 体液（mg 組織）程度を検出できるこ

とが望ましい（第一章・第三節 考察の項を参照）。放射能検出での分析限界水準を 100 

dpm とした場合、TM-α の分子量 64 kDa を考慮すると、必要な検出感度を得るには 213 

GBq/mmol 以上の比放射能が必要と算出された。汎用される標識用核種 4 種（14C、3H、125I

および 35S）のうち、これを容易に満足するのは 3H と 125I であり、分子内の核種維持率

（3H<125I）等も配慮して、125I 標識を選択することにした。125I の標識体は、Na125I を用い

て、生物活性への影響が少ないとされている Enzyme-beads 法 35)により合成した。これに

より、比放射能が 1.8～3.2 TBq/mmol の TM-αが得られた。 

２）放射能測定法 

試料中の 125I の放射能は、ガンマーカウンターにて 1 分間計数して測定した。放射能の

検出限界はバックグランド値(dpm)の 2 倍とした。なお、一部の試料については、トリク

ロロ酢酸（TCA）処理を行い、未変化体を含む TCA 不溶性画分と、脱離した 125I および

代謝を受けた低分子量代謝物を含む TCA 可溶性画分に分離し、それぞれの放射能濃度を

測定した。放射能濃度は、TM-α当量（ng/mL または ng/g）に換算して表記した。 

３）HPLC による分子量分布分析 

臓器中の未変化体と代謝物の比率を、ゲルろ過を用いたラジオクロマトグラフィーに

より分析した。TM-αが血清中のグロブリン（分子量約 160 kDa）やアルブミン（分子量

約 70 kDa）と結合する可能性も想定し、10～500 kDa のタンパク質の分画が可能なカラム

（TSK-gel G3000SW；7.5 mm I.D. ×60 cm、東ソー）を選定した。試料を注入後、移動相

として 0.15 M NaCl を含む 50 mM リン酸カリウム緩衝液（pH 7.0）を用い、室温下、流

速1 mL/minで溶出して30秒毎に分取し、各フラクションの放射能を測定した。本条件下、

TM-α標準品は保持時間 11.8 分に鋭利な単一ピークとして観測された（図 2-1）。生体試料

での代謝・分解物の分析では、HPLC のクロマトグラム上、｢TM-α 画分｣並びに遊離した
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125I が溶出してくる｢低分子量画分｣について、試料中放射能量に対する割合（% in sample）

として表示した。｢TM-α 画分｣および｢低分子量画分｣以外の画分については｢others｣とし

て一括評価した。試料の HPLC への注入量は、体液（血清および尿）では未希釈液 100 µL

を、また固形臓器では 10%ホモジネート（PBS）のフィルターろ液を 100 µL 注入して実

験を行った。 

0

10

20

30

保持時間（分）

0

10

20

30

保持時間（分）

 

図 2-1 TM-α標準品（125I 標識体）の HPLC クロマトグラム 

注入量：1 µg/mL を 100 µL； 検出：UV280 nm 

 

４）動物と投与 

  動物実験は所属施設の倫理委員会に予め計画を提示し、審査を受けて承認を得たのち

に実施した。Sprague-Dawley (SD)系雄性および雌性ラット（いずれも 7～8 週令）を日本

チャールスリバー社（横浜）より購入して使用した。水および固形飼料［CRF-1、オリエ

ンタル酵母（東京）］を自由に摂取させ、温度 24±3℃、湿度 55±10%および 12 時間明暗サ

イクルの飼育条件下で 1 週間以上の予備飼育を行ったのち、試験に供した。雄性ラット

をすべての試験に用い、血漿中濃度推移および尿・糞排泄試験についてのみ雌性ラット

を用い、性差の検討を行った。いずれの実験も動物数は 1 群 3～4 匹とした。HPLC によ

る分子量分布試験については、予備検討も含め個体間に予め大きな違いがないことが確

認されたため、各個体からの試料を合して分析に供した。 

TM-α および 125I 標識 TM-α は 0.02% Tween80 を含む PBS（PBS-Tween）にて所定の濃

度に希釈して投与液を調製した。投与液は用時調製とし、ラットの尾静脈に 1 mL/kg で投
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与した。125I 標識体の投与放射能は 0.69～1.4 MBq/kg とした。また投与に際して動物は非

絶食で用いた。 

５）血漿中濃度推移試験 

ラットに 125I 標識 TM-α 10～250 µg/kg を静脈内投与したのち、尾静脈よりヘパリン処

理した 1.0 mL シリンジにて血液約 250 µL（1 回採血当たり）を投与 2 分～24 時間の間に

採取した。なお測定時点数は、総採血量の薬物動態への影響に関する一般的指針 36)を参

考に循環血液量の 20%未満になるように設定した。採取した血液は速やかに氷冷し、4℃、

1,800g の条件で 15 分間遠心分離し血漿を得た。得られた血漿は、放射能測定に供するま

で-80℃で凍結保存した。 

分解物も含めた TM-α血中濃度の検討では、ラットに 125I 標識体 50 µg/kg を単回若しく

は反復静脈内投与（1 日 1 回）したのち、上記と同様にして血液を採取した。単回投与時

の採血時間は、投与後 2 分～72 時間とした。反復投与実験では、毎回投与 24 時間後およ

びび 7 回（ 終回）投与後の 2 分～168 時間後に採血した。血液は速やかに氷冷し、4℃、

1,800gの条件で 15分間遠心分離し血漿を得た。この 100 µLに等容量の 20% TCAを加え、

氷冷下 15 分以上放置したのち、遠心分離（4℃、1,800g、15 分）し、上清と沈殿の放射

能を測定して未変化 TM-α量（沈殿）および代謝物／分解物量（上清）を求めた。 

６）組織分布試験 

ラットに 125I-TM-α 50 µg/kg を反復静脈内投与したのち［詳細は上記５）項参照］、投与

30 分～168 時間後にエーテル麻酔下、腹部大静脈採血致死させ 28 種の組織を摘出した（測

定対象組織については後述：第三節・第二項を参照）。採取した血液から 1 mL を取って

血中全放射能を測定した。残りの血液は遠心分離（4℃, 1,800g、15 分）して血漿を得、

その 1 mL 中の放射能を測定し、全血中放射能からこれを差し引くことによって、血球中

TM-α量を算出した。血液以外の組織は湿重量を測定したのち、小片を切り取り（小組織

では全部を使用）、その湿重量と放射能を測定した。なお予め実施した全身オートラジオ

グラフィによる組織分布試験の結果から、肝臓などの臓器中への放射能の分布は一様で

偏りがないことが確認されたため（成績未掲載）、全組織のホモジネートではなく一部の
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組織のホモジネートを用いた。 

７）排泄試験 

雄性および雌性ラットに 125I-TM-α 50 µg/kg を静脈内投与したのち[詳細は上記５）項参

照]、ラットを代謝ケージ（KN-646B、夏目製作所）に移し、自然排泄された尿および糞

を採取した。尿と糞は投与後 8、24 時間、および以後 24 時間毎に 120 時間まで採取した。

体内放射能残存率および甲状腺内総放射能残存率の測定も、投与 120 時間後に行った。 

代謝物／分解物に関する検討では、採取した尿 100 µL に等容量の 20% TCA を加え、

氷冷下 15 分以上放置した。遠心分離後（4℃、1,800g、15 分）、上清と沈殿の放射能を測

定して、未変化 TM-α量（沈殿）および代謝物／分解物量（上清）を求めた。 

８）腎障害ラットモデルを用いた PK 試験 

Wilson ら 37)や Ishikawa ら 38)の方法に準拠し、以下の手順でグリセロール誘発急性腎不

全モデルラットを作製した。すなわち、50% グリセロール／生理食塩水（v/v）をろ過滅

菌後（0.22 µm、ミリポアフィルター）、24 時間の飲水禁止処置を行ったラットにエーテ

ル麻酔下、5 mL/kg の用量で両側の下腿部筋肉内に投与した。50% グリセロール投与 24

時間後に採血を行い、血中尿素チッ素（BUN）を測定し、BUN 値が 140 mg/dL を超える

動物を選択した 37)。50% グリセロールによる急性腎障害の誘発 48 時間後に試験に供した。 

腎障害モデルラットは、Morrison ら 39,40)の方法に従って、腎臓部分切除法（5/6 腎結紮

モデルラット）によっても作成した。ラットにペントバルビタール 50 mg/kg を腹腔内に

投与して麻酔後、側腹部より切開し、左腎の上極および下極を切除した。約 1 週間後、

ペントバルビタール 40 mg/kg 麻酔下にて再開腹し、右腎を全摘出した。右腎摘出 48 時間

後に試験に供した。 

グリセロール誘発急性腎不全モデルラットおよび 5/6 腎結紮モデルラットより、ヘパリ

ン処理した 1.0 mL シリンジを用いて約 200 µL を鎖骨下静脈より採血した。血液は速やか

に氷冷し、4℃、1,800g で 10 分間遠心分離して血漿を得、測定に供するまで-80℃で凍結

保存した。市販の臨床検査用キット（BUN カイノス、VRE-EN カイノス；㈱カイノス）

を用いて、BUN およびクレアチニン濃度を測定した。また、上記の腎機能障害ラットに、
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125I-TM-α 50 µg/kg を静脈内投与し、経時的に鎖骨下静脈より約 150 µL の血液を採取した。

採血は投与 2～24 時間後に行った。採取した血液は速やかに氷冷し、血漿を調製後、測

定に供するまで-80℃で凍結保存した。 

９）薬物速度論的解析並びに統計解析 

TM-αのラットの血漿中濃度から求められる薬物速度論的パラメータは、市販ソフトウ

ェアーである WinNonlin(Ver.5.2、Pharsight)にて解析した。2 種の腎障害ラットのいずれも

静脈内投与後の消失が 2 相性であったこと、並びに 1-コンパートメントモデルと 2-コン

パートメントモデルの妥当性を赤池情報量基準（AIC）（赤池の情報量：統計モデルの良

さを評価するための指標 41））に照らした比較から、2-コンパートメントモデルを選択し、

投与初期血漿中濃度 (Initial plasma concentration；C0)、血漿中濃度時間曲線下面積 (Area 

under the plasma concentration-time curve；AUC)、α 相の消失半減期 (α-phase elimination 

half-life；T1/2α)、β相の消失半減期 (β-phase elimination half-life；T1/2β)、分布容積 (Distribution 

volume；Vd)および CLのパラメータを求めた。BUN値およびクレアチニン値については、

ダネットの多重検定により対照群と各腎障害モデルラット間の統計学的検定を行った。

有意水準は両側 5%とした。 

 

第二項 サルでの TM-α動態 

（１）動物および投与 

全ての処理実験は施設の動物倫理委員会の事前審査を受け、承認を受けたのちに実施

した。サル血漿中および尿中 TM-α は、第一章に記載した ELISA 法並びに一部の血漿サ

ンプルは生物活性測定系にて定量した。3～6 才（歯による推定）の雄性カニクイザルを

用いた。固形飼料（Teklad Premier 約 100g、A Harlan Sprague Dawley Inc.）を 1 日 1 回午後

3～4 時前後に与え、残った餌は回収した。水は自動給水装置（岡崎産業株式会社）を用

いて自由に摂取させた。ただし、採尿期間中は、午前 9 時前後（投与日は投与直前）と

午後 3 時前後にオートクレーブ処理水約 50 mL/body を経口ゾンデを用いて強制的に飲水

させた。サルは温度 26±2℃、湿度 50±10%、12 時間明暗サイクルの飼育条件下で 5 週間
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以上の予備飼育を行ったのち、試験に供した。動物数は 1 群 3 匹とした。 

単回投与試験においては非標識 TM-α 10～250 µg/kg/0.2 mL PBS-Tween を静脈内投与し

たのち、また反復投与試験では 50 µg/kg を 1 日に 1 回、7 日間反復静脈内投与したのち

に、経時時に外頸静脈よりヘパリン処理注射器で 500 µL を採血した。単回投与において

は投与前と投与 5～24 時間後に採血した。反復投与においては、投与前と 1 回目投与後

の 5～8 時間に加えて、2 回目から 6 回目投与の直前並びに投与後 5 分、さらに 7 回目投

与直前と投与 5～48 時間後にも採血した。採取した血液は速やかに氷冷し、4℃、1,800g

の条件で 5 分間遠心分離して血漿を得、これを測定に供するまで-80℃で凍結保存した。 

尿は、代謝ケージにビニールホースをつなぎ、氷冷ガラス製容器中に採取した。ケー

ジ、ホースおよび受け容器は、TM-αの吸着を防ぐために PBS-Tween 溶液で予め共洗いを

行った。ホースや受け容器は少量の PBS-Tween 溶液にて洗浄し、洗液を採取尿に加えた。

洗浄液も含めた尿は容量を測定後、速やかに2% Tween80を1/100容添加したのち攪拌し、

-80℃で凍結保存した。採尿は、単回投与においては、投与前（投与前 24 時間の蓄尿）、

投与後 0～8、8～24、24～48、48～72、72～96、および 96～120 時間の 7 期間に行った。

反復投与においては、投与前（投与前 24 時間の蓄尿）、1 回目から 6 回目投与後の 0～24

時間、7 回目投与後の 0～24、24～48、48～72、72～96、96～120 時間の 12 期間に採尿し

た。 

TM-α血漿中濃度から求められる薬物速度論的パラメータは市販の解析ソフトウェアー

である WinNonlin(Ver.5.2、Pharsight)にて解析した。コンパートメントモデルについては、

AIC の値を比較して 2-コンパートメントモデルを選定した。 

 

第三項 健常成人での TM-α動態試験 

以下に示す臨床試験は、診療施設並びに旭化成ファーマ㈱の倫理委員会によるプロトコ

ールの承認と文書による被験者の同意を得た上で実施した。全ての試験は非盲検試験とし

て実施した。 

１）静脈内持続投与試験 
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単回投与試験では、日本人の健康成人男性（1 群各 4 例；20～40 歳台）に TM-α 0.03、

0.1 あるいは 0.3 mg/body を 2 時間にわたって静脈内投与した。血漿中濃度測定のための

採血（3 mL；ヘパリン処理採血管）は、投与開始 1 時間前と投与開始 30～38 時間後に行

った。また、尿中排泄率の測定のため、投与前 24 時間と投与開始後より 26 時間までの

尿を蓄尿した。 初に行った 0.03 mg 投与試験において、T1/2βが約 18 時間と非臨床試験

からの予測より長かったことから、0.1 mg および 0.3 mg の投与群では採血時間を投与 50

時間後まで延長し、また投与開始後 26 から 50 時間までの尿を採取した。 

反復投与試験（n=4/群、健常男性、20～40 歳台）では、0.2 mg/body を 1 日 1 回、3 日

間静脈内投与した（1 回の投与は 2 時間にわたって実施）。採血（3 mL）は各回投与の 1

時間前、1 回目投与の 30 分～10 時間後、2 回目投与の 2 時間後、および 3 回目投与の 30

分～50 時間後に実施した。また尿中排泄率の測定のため、投与前 24 時間と投与後 5 日間

の 24 時間尿を採取した。採取した血液は遠心分離し血漿を得、また尿サンプルの一部を

遠心分離しその上清を測定に供するまで-80℃で凍結保存した。血漿および尿中 TM-α は

第一章に示した ELISA 法にて定量した。 

２）静脈内急速投与試験 

日本人健康成人男性（4 名、20～30 歳台）に TM-α 0.3 mg/body/1.5 mL を静脈内に 1 分

間で静脈内に急速投与した。血漿中濃度測定のため、投与開始 1 時間前と投与開始 5～48

時間後に 3 mL を採血した。また尿中排泄率の測定のため、投与前と投与後 2 日間の 24

時間尿を蓄尿した。採取した血液は遠心分離し血漿を得、また尿サンプルの一部を遠心

分離しその上清を測定に供するまで-80℃で凍結保存した。血漿および尿 TM-α は第一章

に示した ELISA 法にて定量した。 

３）薬物動態解析 

TM-α血漿中濃度から求められる薬物速度論的パラメータを市販の解析ソフトウェアー

である WinNonlin(Ver.5.2、Pharsight)にて解析した。コンパートメントモデルについては、

AIC の値を比較して 2-コンパートメントモデルを選定した。 
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第三節 結 果：ラットでの TM-体内動態と腎障害時の変動 

第一項 TM-のラット血漿中濃度推移 

雄性 SD ラットに 10、50 および 250 µg/kg の 125I-TM-を静脈内投与したのちの血漿中

濃度を図 2-2 に、また薬物速度論的パラメータを表 2-2 に示す。血漿中濃度はいずれの用

量においても投与直後より比較的速やかに消失する相とその後比較的緩やかに消失する

相の 2 相性を示した。10～250 g/kg の用量範囲では、そのパターンに大きな変動は見ら

れなかった。Vd、T1/2α、T1/2βおよび CL は用量の違いに関わらずほぼ一定であったが、C0

および AUC は用量に依存して増加した。 
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     図 2-2 静脈内単回投与した TM-αのラット血漿中濃度推移 

各プロットは平均値±標準偏差（n=4） 



 

 32

表 2-2  TM-α静脈内単回投与時の薬物速度論的パラメータ 

薬物速度論的パラメータTM-α投与量

(µg/kg) Vd (mL/kg) T1/2α(hr) CL(mL/hr/kg) C0(µg/mL） AUC(µg･hr/mL)

10 31 ± 4 0.26 ± 0.22 6.1 ± 1.2 5.0 ± 0.8 0.32 ± 0.03 2.0 ± 0.3

50 38 ± 7 0.24 ± 0.14 7.8 ± 1.2 4.8 ± 0.9 1.35 ± 0.25 10.7 ± 2.1

250 41 ± 6 0.19 ± 0.09 7.2 ± 0.9 5.7 ± 1.0 6.14 ± 0.94 22.8 ± 8.1

T1/2β(hr)

薬物速度論的パラメータTM-α投与量

(µg/kg) Vd (mL/kg) T1/2α(hr) CL(mL/hr/kg) C0(µg/mL） AUC(µg･hr/mL)

10 31 ± 4 0.26 ± 0.22 6.1 ± 1.2 5.0 ± 0.8 0.32 ± 0.03 2.0 ± 0.3

50 38 ± 7 0.24 ± 0.14 7.8 ± 1.2 4.8 ± 0.9 1.35 ± 0.25 10.7 ± 2.1

250 41 ± 6 0.19 ± 0.09 7.2 ± 0.9 5.7 ± 1.0 6.14 ± 0.94 22.8 ± 8.1

T1/2β(hr)

 

平均値±標準偏差（n=4） 

静脈内単回投与時の C0と AUC の線形性を検討した結果、原点を通る回帰式(y=ax)で回

帰すると、いずれも良好な寄与率(R2>0.99)（高い相関係数）を示した（図 2-3）。このこ

とからも C0と AUC は共に投与量に比例して増加することが明らかであり、TM-の体内

動態は、50～250 µg/kg の投与量範囲において線形であることが確認された。 

性差を検討するため、雄性および雌性の SD ラットに 125I-TM-を静脈内投与したのち

の血漿中 TCA 不溶性放射能濃度を調べた。用量としては TM-の臨床用量（0.06 mg/kg）

に近い 50 µg/kg を選択した。図 2-4 に示すとおり、TM-の血漿中濃度推移に性差は認め

られなかった。 
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図 2-3 ラットに TM-αを静脈内投与した際の C0および AUC と投与量の相関性 

平均値±標準偏差、n=4、線形性は原点を通ることが前提となるため、回帰式は原点を通る一次式にて作成。 



 

 33

1

10

100

1000

10000

0 12 24 36 48 60 72

投与後時間（時間）

血
漿

中
T

C
A

不
溶

性
放

射
能

濃
度

(n
g当

量
of

 T
M

-α
/ m

L
) 

雄

雌

1

10

100

1000

10000

0 12 24 36 48 60 72

投与後時間（時間）

血
漿

中
T

C
A

不
溶

性
放

射
能

濃
度

(n
g当

量
of

 T
M

-α
/ m

L
) 

雄

雌

 

図 2-4  125I-TM- 50 g/kg を静脈内急速投与した際の雌雄ラットの血漿中濃度推移 

各プロットは平均値±標準偏差（n=3） 

 

第二項 TM-のラット組織分布 

雄性ラットに 50 µg/kg の 125I-TM-αを静脈内投与し、組織内濃度の測定を実施した。そ

の結果（表 2-3）、投与後 5 分では血漿中 TM-α濃度が も高く、次いで血液、肝臓、静脈

血管、骨髄、腎臓、副腎、下垂体、肺の順であった。甲状腺および血液を除いた投与後

24 時間までの各組織の濃度は、血漿中濃度の 21%以下であり、TM-αの組織移行性は低か

った。甲状腺を除き、いずれの組織も投与後 8 時間までに 高濃度に達したのち、血漿

中濃度とほぼ同様に減衰し、投与 72 時間後では 高濃度の 6%以下となった。甲状腺に

おける放射能の増加は、125I-TM-α から脱離した 125I が 125I-チログロブリンとして集積す

るためと推察された 42)。 
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表 2-3 125I-TM- 静脈内単回投与後のラット組織内濃度と推移 

TM-α 組織中濃度 （ ng/g または ng/mL ）
組織

5分 30分 8時間 24 時間 72時間

818.0 ± 6.0 744.6 ± 46.3 328.2 ± 24.1 93.6 ± 4.1 5.9 ± 0.9血漿

[1.00] [1.00] [1.00] [1.00] [1.00]

555.7 ± 8.4 503.6 ± 15.1 214.2 ± 14.7 60.8 ± 2.7 3.8 ± 0.6血液

[0.68] [0.68] [0.65] [0.65] [0.63]

7.4 ± 2.1 6.7 ± 0.2 3.6 ± 0.6 1.0 ± 0.2 ND大脳

[0.01] [0.01] [0.01] [0.01] -

10.4 ± 1.9 9.8 ± 0.9 4.8 ± 0.1 1.3 ± 0.2 ND小脳

[0.01] [0.01] [0.01] [0.01] -

63.7 ± 26.4 121.8 ± 16.2 35.9 ± 4.8 13.7 ± 4.8 ND下垂体

[0.08] [0.16] [0.11] [0.15] -

6.9 ± 0.2 10.2 ± 2.0 10.7 ± 1.3 4.2 ± 0.4 0.4 ± 0.1眼球

[0.01] [0.01] [0.03] [0.04] [0.07]

9.8 ± 0.8 16.9 ± 3.5 19.1 ± 3.2 7.4 ± 0.1 0.5 ± 0.1ハーダー腺

[0.01] [0.02] [0.06] [0.08] [0.08]

14.9 ± 3.6 29.6 ± 14.7 25.7 ± 2.3 11.1 ± 0.7 0.8 ± 0.2下顎腺

[0.02] [0.04] [0.08] [0.12] [0.13]

35.9 ± 17.8 53.5 ± 17.2 40.5 ± 18.7 87.8 ± 6.1 71.0 ± 6.3甲状腺

[0.04] [0.07] [0.12] [0.94] [11.95]

7.9 ± 1.6 10.7 ± 0.6 11.6 ± 1.0 5.2 ± 0.5 0.4 ± 0.1胸腺

[0.01] [0.01] [0.04] [0.06] [0.07]

39.6 ± 2.8 53.3 ± 4.7 34.8 ± 6.6 10.7 ± 0.4 0.8 ± 0.3心臓

[0.05] [0.07] [0.11] [0.11] [0.13]

51.4 ± 9.2 69.9 ± 10.4 50.4 ± 6.6 14.4 ± 0.8 1.1 ± 0.2肺

[0.06] [0.09] [0.15] [0.15] [0.19]

107.4 ± 6.0 67.8 ± 2.4 25.7 ± 4.5 7.9 ± 0.5 1.3 ± 0.0肝臓

[0.13] [0.09] [0.08] [0.08] [0.21]

86.3 ± 7.6 95.4 ± 8.0 55.3 ± 6.8 17.1 ± 1.1 2.0 ± 1.0腎臓

[0.11] [0.13] [0.17] [0.18] [0.33]

81.9 ± 8.4 68.8 ± 5.3 30.8 ± 2.4 9.6 ± 0.6 ND副腎

[0.10] [0.09] [0.09] [0.10] -

TM-α 組織中濃度 （ ng/g または ng/mL ）
組織

5分 30分 8時間 24 時間 72時間

818.0 ± 6.0 744.6 ± 46.3 328.2 ± 24.1 93.6 ± 4.1 5.9 ± 0.9血漿

[1.00] [1.00] [1.00] [1.00] [1.00]

555.7 ± 8.4 503.6 ± 15.1 214.2 ± 14.7 60.8 ± 2.7 3.8 ± 0.6血液

[0.68] [0.68] [0.65] [0.65] [0.63]

7.4 ± 2.1 6.7 ± 0.2 3.6 ± 0.6 1.0 ± 0.2 ND大脳

[0.01] [0.01] [0.01] [0.01] -

10.4 ± 1.9 9.8 ± 0.9 4.8 ± 0.1 1.3 ± 0.2 ND小脳

[0.01] [0.01] [0.01] [0.01] -

63.7 ± 26.4 121.8 ± 16.2 35.9 ± 4.8 13.7 ± 4.8 ND下垂体

[0.08] [0.16] [0.11] [0.15] -

6.9 ± 0.2 10.2 ± 2.0 10.7 ± 1.3 4.2 ± 0.4 0.4 ± 0.1眼球

[0.01] [0.01] [0.03] [0.04] [0.07]

9.8 ± 0.8 16.9 ± 3.5 19.1 ± 3.2 7.4 ± 0.1 0.5 ± 0.1ハーダー腺

[0.01] [0.02] [0.06] [0.08] [0.08]

14.9 ± 3.6 29.6 ± 14.7 25.7 ± 2.3 11.1 ± 0.7 0.8 ± 0.2下顎腺

[0.02] [0.04] [0.08] [0.12] [0.13]

35.9 ± 17.8 53.5 ± 17.2 40.5 ± 18.7 87.8 ± 6.1 71.0 ± 6.3甲状腺

[0.04] [0.07] [0.12] [0.94] [11.95]

7.9 ± 1.6 10.7 ± 0.6 11.6 ± 1.0 5.2 ± 0.5 0.4 ± 0.1胸腺

[0.01] [0.01] [0.04] [0.06] [0.07]

39.6 ± 2.8 53.3 ± 4.7 34.8 ± 6.6 10.7 ± 0.4 0.8 ± 0.3心臓

[0.05] [0.07] [0.11] [0.11] [0.13]

51.4 ± 9.2 69.9 ± 10.4 50.4 ± 6.6 14.4 ± 0.8 1.1 ± 0.2肺

[0.06] [0.09] [0.15] [0.15] [0.19]

107.4 ± 6.0 67.8 ± 2.4 25.7 ± 4.5 7.9 ± 0.5 1.3 ± 0.0肝臓

[0.13] [0.09] [0.08] [0.08] [0.21]

86.3 ± 7.6 95.4 ± 8.0 55.3 ± 6.8 17.1 ± 1.1 2.0 ± 1.0腎臓

[0.11] [0.13] [0.17] [0.18] [0.33]

81.9 ± 8.4 68.8 ± 5.3 30.8 ± 2.4 9.6 ± 0.6 ND副腎

[0.10] [0.09] [0.09] [0.10] -
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表 2-3 のつづき 

35.0 ± 3.4 38.6 ± 2.4 17.9 ± 2.3 7.5 ± 1.2 1.5± 0.4脾臓

[0.04] [0.05] [0.05] [0.08] [0.24]

20.7 ± 1.9 31.2 ± 4.4 25.7 ± 4.0 7.9 ± 1.0 0.6 ± 0.2膵臓

[0.03] [0.04] [0.08] [0.08] [0.11]

8.4 ± 0.5 12.0 ± 5.0 7.9 ± 1.3 4.0 ± 0.6 0.4 ± 0.2白色脂肪

[0.01] [0.02] [0.02] [0.04] [0.06]

5.4 ± 0.2 9.7 ± 4.6 7.6 ± 0.8 3.7 ± 0.5 0.2 ± 0.0骨格筋

[0.01] [0.01] [0.02] [0.04] [0.04]

14.0 ± 3.7 15.0 ± 3.9 26.2 ± 4.1 14.7 ± 1.3 1.5 ± 0.1皮膚

[0.02] [0.02] [0.08] [0.16] [0.26]

92.6 ± 16.2 85.7 ± 13.8 32.9 ± 5.3 12.7 ± 1.5 ND骨髄

[0.11] [0.12] [0.10] [0.14] -

18.1 ± 5.8 30.8 ± 10.8 14.2 ± 2.1 5.3 ± 0.2 0.4 ± 0.1大腿骨

[0.02] [0.04] [0.04] [0.06] [0.06]

17.3 ± 2.2 43.7 ± 7.4 32.9 ± 4.1 11.3 ± 1.0 0.8 ± 0.2腸間膜リンパ節

[0.02] [0.06] [0.10] [0.12] [0.14]

32.0 ± 8.1 22.4 ± 7.4 19.8 ± 0.9 10.9 ± 3.0 ND動脈

[0.04] [0.03] [0.06] [0.12] -

106.5 ± 2.7 88.7 ± 40.0 55.3 ± 14.0 19.6 ± 6.4 ND静脈

[0.13] [0.12] [0.17] [0.21] -

9.3 ± 1.3

[0.01]

20.5 ± 1.7 34.5 ± 3.7 11.0 ± 0.8 0.7 ± 0.1精巣

[0.03] [0.11] [0.12] [0.11]

10.4 ± 1.9 18.8 ± 3.4 32.1 ± 4.7 12.4 ± 1.0 0.9 ± 0.3精巣上体

[0.01] [0.03] [0.10] [0.13] [0.15]

25.4 ± 15.4 25.7 ± 7.2 33.9 ± 2.4 19.7 ± 3.9 1.5 ± 1.1膀胱

[0.03] [0.03] [0.10] [0.21] [0.25]

14.0 ± 0.8 24.5 ± 4.1 25.9 ± 3.4 11.6 ± 0.6 0.8 ± 0.3胃

[0.02] [0.03] [0.08] [0.12] [0.13]

16.9 ± 3.8 30.3 ± 1.7 18.4 ± 1.0 6.9 ± 0.3 0.6 ± 0.1小腸

[0.02] [0.04] [0.06] [0.07] [0.11]

18.6 ± 1.4 26.1 ± 3.9 21.7 ± 2.2 7.9 ± 0.3 0.5 ± 0.1大腸

[0.02] [0.04] [0.07] [0.08] [0.08]

35.0 ± 3.4 38.6 ± 2.4 17.9 ± 2.3 7.5 ± 1.2 1.5± 0.4脾臓

[0.04] [0.05] [0.05] [0.08] [0.24]

20.7 ± 1.9 31.2 ± 4.4 25.7 ± 4.0 7.9 ± 1.0 0.6 ± 0.2膵臓

[0.03] [0.04] [0.08] [0.08] [0.11]

8.4 ± 0.5 12.0 ± 5.0 7.9 ± 1.3 4.0 ± 0.6 0.4 ± 0.2白色脂肪

[0.01] [0.02] [0.02] [0.04] [0.06]

5.4 ± 0.2 9.7 ± 4.6 7.6 ± 0.8 3.7 ± 0.5 0.2 ± 0.0骨格筋

[0.01] [0.01] [0.02] [0.04] [0.04]

14.0 ± 3.7 15.0 ± 3.9 26.2 ± 4.1 14.7 ± 1.3 1.5 ± 0.1皮膚

[0.02] [0.02] [0.08] [0.16] [0.26]

92.6 ± 16.2 85.7 ± 13.8 32.9 ± 5.3 12.7 ± 1.5 ND骨髄

[0.11] [0.12] [0.10] [0.14] -

18.1 ± 5.8 30.8 ± 10.8 14.2 ± 2.1 5.3 ± 0.2 0.4 ± 0.1大腿骨

[0.02] [0.04] [0.04] [0.06] [0.06]

17.3 ± 2.2 43.7 ± 7.4 32.9 ± 4.1 11.3 ± 1.0 0.8 ± 0.2腸間膜リンパ節

[0.02] [0.06] [0.10] [0.12] [0.14]

32.0 ± 8.1 22.4 ± 7.4 19.8 ± 0.9 10.9 ± 3.0 ND動脈

[0.04] [0.03] [0.06] [0.12] -

106.5 ± 2.7 88.7 ± 40.0 55.3 ± 14.0 19.6 ± 6.4 ND静脈

[0.13] [0.12] [0.17] [0.21] -

9.3 ± 1.3

[0.01]

20.5 ± 1.7 34.5 ± 3.7 11.0 ± 0.8 0.7 ± 0.1精巣

[0.03] [0.11] [0.12] [0.11]

10.4 ± 1.9 18.8 ± 3.4 32.1 ± 4.7 12.4 ± 1.0 0.9 ± 0.3精巣上体

[0.01] [0.03] [0.10] [0.13] [0.15]

25.4 ± 15.4 25.7 ± 7.2 33.9 ± 2.4 19.7 ± 3.9 1.5 ± 1.1膀胱

[0.03] [0.03] [0.10] [0.21] [0.25]

14.0 ± 0.8 24.5 ± 4.1 25.9 ± 3.4 11.6 ± 0.6 0.8 ± 0.3胃

[0.02] [0.03] [0.08] [0.12] [0.13]

16.9 ± 3.8 30.3 ± 1.7 18.4 ± 1.0 6.9 ± 0.3 0.6 ± 0.1小腸

[0.02] [0.04] [0.06] [0.07] [0.11]

18.6 ± 1.4 26.1 ± 3.9 21.7 ± 2.2 7.9 ± 0.3 0.5 ± 0.1大腸

[0.02] [0.04] [0.07] [0.08] [0.08]
 

平均値±標準偏差（n=3）、ND：検出限界以下、[  ]内は血漿中放射濃度に対する比 

 

第三項 TM-αのラットでの代謝 

ラットに 50 µg/kg の 125I-TM-αを、単回もしくは反復（1 日 1 回計 7 回）静脈内投与し

たのち、組織（血漿、肝臓、腎臓、肺、動脈、静脈、乳汁、尿および胆汁）を採取し、
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HPLC による分子量分布分析によって試料中の代謝物を調べた。すなわち、未変化 TM-α

が溶出されるピーク「未変化体画分」と、脱離した 125I および代謝を受けた低分子量代謝

物を含むピーク「低分子量代謝物画分」に分画後、それぞれの割合を比較した。単回投

与での成績を表 2-4 に、また反復投与での成績を表 2-5 にそれぞれ示す。血漿では、単回

投与と 7 回反復投与 24 時間のどちらの場合も、未変化体画分と低分子量代謝物画分に放

射能の分布が認められたが、投与後のどの時間帯においてもその殆どは未変化体画分

（93%以上）に検出された。肝臓、腎臓および肺については、血漿に比べ未変化体の比率

が低く、また低分子代謝物画分以外の「その他の画分」での割合が高かった。特に、反

復投与においてその傾向が顕著であった。尿中では、投与後 8 あるいは 24 時間までに、

未変化体画分と低分子量代謝物画分への放射能分布がほぼ同程度の比率で認められた。 
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表 2-4 125I-TM- 50g/kg を単回静脈内投与した際の試料中分子量分布 

計測時間 試料中の放射能量の割合 (%)
試料

または期間 未変化体画分 低分子量代謝物画分 その他

5 分 99.4 0.3 0.3

30 分 98.2 1.3 0.5

2 時間 97.7 1.6 0.7

8 時間 95.6 4.0 0.4

血漿

24 時間 95.6 3.9 0.5 a)

5 分 73.9 10.6 5.1a)

30 分 57.7 10.4 19.5

2 時間 52.2 14.0 24.8
肝臓

8 時間 73.5 10.1a) 4.8a)

5 分 73.2 8.2 10.1

30 分 57.2 13.6 22.9

2 時間 46.8 14.6 27.8
腎臓

8 時間 57.0 15.9 27.1

5 分 79.4 2.4a) 9.5

30 分 65.1 6.3 18.9

2 時間 71.6 5.4a) 21.6
肺

8 時間 68.6 9.6 21.0

0～8 時間 52.8 41.4 5.8
尿

0～24 時間 42.6 47.9 9.5

計測時間 試料中の放射能量の割合 (%)
試料

または期間 未変化体画分 低分子量代謝物画分 その他

5 分 99.4 0.3 0.3

30 分 98.2 1.3 0.5

2 時間 97.7 1.6 0.7

8 時間 95.6 4.0 0.4

血漿

24 時間 95.6 3.9 0.5 a)

5 分 73.9 10.6 5.1a)

30 分 57.7 10.4 19.5

2 時間 52.2 14.0 24.8
肝臓

8 時間 73.5 10.1a) 4.8a)

5 分 73.2 8.2 10.1

30 分 57.2 13.6 22.9

2 時間 46.8 14.6 27.8
腎臓

8 時間 57.0 15.9 27.1

5 分 79.4 2.4a) 9.5

30 分 65.1 6.3 18.9

2 時間 71.6 5.4a) 21.6
肺

8 時間 68.6 9.6 21.0

0～8 時間 52.8 41.4 5.8
尿

0～24 時間 42.6 47.9 9.5
 

ラット 3 匹の組織抽出物を合して分析。 

a)：バックグランドの放射能カウントの 2 倍未満であるため検出限値を表示。各臓器の採取時間の違

いによりラジオクロマトグラフィーに注入する放射能量が異なるため、サンプル毎に検出限界値が

異なる。 
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表 2-5 TM- 50g/kg を 1 日 1 回 7 回、反復静脈内投与した際の試料中分子量分布 

3.155.141.80～24時間尿

85.63.4 a)11.0 a)24時間

54.61.5 a)22.68時間

50.05.7 a)19.130分

静脈

11.90.5 a)1.9 a)24時間

55.20.9 a)20.48時間

65.92.0 a)19.430分

動脈

46.318.924.824時間

30.86.562.78時間

13.616.465.630分

肺

51.813.219.424時間

26.213.060.88時間

22.842.525.230分

腎臓

38.013.3 a)48.724時間

34.96.2 a)56.08時間

19.616.062.730分

肝臓

0.55.993.624時間

1.24.594.38時間

0.62.097.430分

血漿

その他低分子量代謝物画分未変化体画分または期間

試料中の放射能量の割合 (%)計測時間
試料

3.155.141.80～24時間尿

85.63.4 a)11.0 a)24時間

54.61.5 a)22.68時間

50.05.7 a)19.130分

静脈

11.90.5 a)1.9 a)24時間

55.20.9 a)20.48時間

65.92.0 a)19.430分

動脈

46.318.924.824時間

30.86.562.78時間

13.616.465.630分

肺

51.813.219.424時間

26.213.060.88時間

22.842.525.230分

腎臓

38.013.3 a)48.724時間

34.96.2 a)56.08時間

19.616.062.730分

肝臓

0.55.993.624時間

1.24.594.38時間

0.62.097.430分

血漿

その他低分子量代謝物画分未変化体画分または期間

試料中の放射能量の割合 (%)計測時間
試料

 

ラット 3 匹の組織抽出物を合して分析。 

a)：バックグランドの放射能カウントの 2 倍未満であるため検出限値を表示。各臓器の採取時間の違

いによりラジオクロマトグラフィーに注入する放射能量が異なるため、サンプル毎に検出限界値

が異なる。 

 

第四項 TM-αのラットでの排泄 

雌雄のラットに 50 µg/kg の 125I-TM-αを静脈内急速投与し、投与 120 時間後までの尿と

糞中への排泄を検討した（表 2-6）。雄性ラットでは、投与後 24 時間の尿と糞中に投与量

の 71.0 および 1.0%が、また 120 時間までにそれぞれ 93.1 および 1.7%が排泄された。甲
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状腺およびカーカスを含めた総回収率は 95.7%であった。雌性ラットもほぼ同様な排泄率

を示し、尿・糞中排泄に性差は認められなかった。尿中に排泄された放射能の 45～56%

（雄）と 42～51%（雌）は TCA 不溶性であり、未変化体と推定された。これらの結果は

尿中代謝物での検討結果とほぼ一致した（本節、第三項参照）。 

 

表 2-6 125I-TM- 50g/kg を単回静脈内急速投与した際のラット尿及び糞中排泄 

(a) 雄性ラット 

投与後時間 累積排泄率（投与量に対する%）

（時間） 尿 糞 尿＋糞 甲状腺 カーカス 計

33.0 ± 1.5 [18.5] － － － － 33.0 ± 1.5

71.0 ± 0.8 [34.1] 1.0 ± 0.3 72.0 ± 1.0 － － 72.0 ± 1.0

0～48 85.9 ± 0.8 [39.4] 1.4 ± 0.4 87.3 ± 0.5 － － 87.3 ± 0.5

90.8 ± 1.3 [41.0] 1.5 ± 0.4 92.3 ± 0.9 － － 92.3 ± 0.9

92.5 ± 1.6 [41.5] 1.6 ± 0.4 94.1 ± 1.1 － － 94.1 ± 1.1

93.1 ± 1.7 [41.7] 1.7 ± 0.4 94.8 ± 1.3 0.0 ± 0.0 0.9 ± 0.2 95.7 ± 1.3

0～24

0～72

0～96

0～120

0～8

投与後時間 累積排泄率（投与量に対する%）

（時間） 尿 糞 尿＋糞 甲状腺 カーカス 計

33.0 ± 1.5 [18.5] － － － － 33.0 ± 1.5

71.0 ± 0.8 [34.1] 1.0 ± 0.3 72.0 ± 1.0 － － 72.0 ± 1.0

0～48 85.9 ± 0.8 [39.4] 1.4 ± 0.4 87.3 ± 0.5 － － 87.3 ± 0.5

90.8 ± 1.3 [41.0] 1.5 ± 0.4 92.3 ± 0.9 － － 92.3 ± 0.9

92.5 ± 1.6 [41.5] 1.6 ± 0.4 94.1 ± 1.1 － － 94.1 ± 1.1

93.1 ± 1.7 [41.7] 1.7 ± 0.4 94.8 ± 1.3 0.0 ± 0.0 0.9 ± 0.2 95.7 ± 1.3

0～24

0～72

0～96

0～120

0～8

 

(b) 雌性ラット 

投与後時間 累積排泄率（投与量に対する%）

（時間） 尿 糞 尿＋糞 甲状腺 カーカス 計

0～8 34.1 ± 3.5 [17.3] － － － － 34.1 ± 3.5

0～24 71.5 ± 6.4 [31.8] 0.9 ± 0.5 72.4 ± 6.7 － － 72.4 ± 6.7

0～48 87.2 ± 4.2 [37.3] 1.4 ± 0.2 88.6 ± 4.3 － － 88.6 ± 4.3

0～72

～

92.4 ± 3.1 [38.9] 1.6 ± 0.2 94.0 ± 3.2 － － 94.0 ± 3.2

0 96 94.2 ± 2.4 [39.5] 1.7 ± 0.2 95.9 ± 2.6 － － 95.9 ± 2.6

0～120 94.9 ± 2.1 [39.7] 1.7 ± 0.2 96.6 ± 2.3 0.0 ± 0.0 0.4 ± 0.4 97.0 ± 2.3

投与後時間 累積排泄率（投与量に対する%）

（時間） 尿 糞 尿＋糞 甲状腺 カーカス 計

0～8 34.1 ± 3.5 [17.3] － － － － 34.1 ± 3.5

0～24 71.5 ± 6.4 [31.8] 0.9 ± 0.5 72.4 ± 6.7 － － 72.4 ± 6.7

0～48 87.2 ± 4.2 [37.3] 1.4 ± 0.2 88.6 ± 4.3 － － 88.6 ± 4.3

0～72

～

92.4 ± 3.1 [38.9] 1.6 ± 0.2 94.0 ± 3.2 － － 94.0 ± 3.2

0 96 94.2 ± 2.4 [39.5] 1.7 ± 0.2 95.9 ± 2.6 － － 95.9 ± 2.6

0～120 94.9 ± 2.1 [39.7] 1.7 ± 0.2 96.6 ± 2.3 0.0 ± 0.0 0.4 ± 0.4 97.0 ± 2.3
 

平均値±標準偏差、n=3   －：未解析     [  ]内は TCA 不溶性放射能排泄率の平均値  
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第五項 腎障害モデルでの TM-α動態 

TM-α動態の検討に先立ち、先ず、作成した腎障害モデルラットでの障害発生を確認す

るため、腎機能マーカーである血清中 BUN とクレアチニン濃度を調べた。BUN 濃度は、

グリセロールモデルラット、5/6 腎結紮モデルラットおよびコントロールラットで、それ

ぞれ 167.5±3.2、37.7±5.8 および 14.2±1.4 mg/dL であり、2 種の腎障害ラットでは有意な上

昇が認められた。血清クレアチニン濃度についても、グリセロールモデルラット、5/6 腎

結紮モデルラットおよびコントロールラットで、それぞれ 4.6±0.6、1.1±0.1 および 0.5±0.1 

mg/dL で、腎障害ラットでの有意な上昇が認められた。これらの結果から、急性腎障害モ

デルであるグリセロールモデルラットでは、慢性腎障害モデルである 5/6 腎結紮モデルラ

ットに比べ、より重篤な腎機能障害の発現が確認された。 

腎障害モデルラットおよびコントロールラットに非標識TM-α 50 µg/kgを静脈内投与し

た際の未変化体の血漿中濃度を ELISA 法にて測定した。モデルラットとコントロールの

いずれのラットも静脈内投与された TM-αは 2 相性で消失した（図 2-5）。腎障害モデルで

は対照に比べ、分布相の消失半減期（T1/2α）には影響がなかったものの、消失相の消失半

減期（T1/2β）がやや遅延し、その結果として CL が小さくなる傾向が見られた（表 2-7）。

これらの変化は、腎障害の程度とは関係なく、グリセロールモデルラットと 5/6 腎結紮モ

デルラットとの間での差異は認められなかった（表 2-7）。次に、モデルの検証と低分子

化合物の動態との比較を行うため、100%腎排泄型薬物として知られているブレデニン 43)

を用いて血漿中濃度推移を調べた（図 2-6）。その結果、ブレデニンの体内動態は腎障害

の重症度と一致した変動が見られ、急性腎障害モデルであるグリセロールモデルラット

ではほぼその消失が 100%抑制された。このことから、TM-α の消失には腎排泄の寄与が

大きいにも関わらず、本薬物は血中からの消失の際に腎機能障害の影響を受けない特徴

的な性質を有することが明らかになった。 
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図 2-5 腎障害モデルラットでの TM-α血漿中濃度推移 

各プロットは平均値±標準偏差（n=3） 

 

表 2-7 腎障害モデルラットでの TM-α体内動態に関する薬物速度論的パラメータ 

薬物速度論的パラメータ

T1/2α T1/2β CL Ke AUC投与群

(hr) (hr) (mL/hr/kg) (1/hr) (µg·hr/kg)

無処置ラット 0.10±0.01 5.0±0.6 6.4±1.4 0.18±0.04 8.0±1.7

グリセロールラット 0.20±0.06 7.4±0.5 5.0±0.2 0.12±0.01 10.1±0.5

0.18±0.14 5/6 腎結紮ラット 9.2±3.7 5.0±1.1 0.12±0.05 10.3±2.4

薬物速度論的パラメータ

T1/2α T1/2β CL Ke AUC投与群

(hr) (hr) (mL/hr/kg) (1/hr) (µg·hr/kg)

無処置ラット 0.10±0.01 5.0±0.6 6.4±1.4 0.18±0.04 8.0±1.7

グリセロールラット 0.20±0.06 7.4±0.5 5.0±0.2 0.12±0.01 10.1±0.5

0.18±0.14 5/6 腎結紮ラット 9.2±3.7 5.0±1.1 0.12±0.05 10.3±2.4

 

平均値標準偏差（n=3） 
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図 2-6 腎障害モデルラットにおける 14C-ブレデニン血漿中濃度推移 

各プロットは平均値±標準偏差（n=3） 

14C-ブレデニンを 1 mg/kg/mL の用量でラットに静脈投与後、血漿中放射性濃度を測定。 

 

第四節 結果：TM-αのサルでの体内動態 

第一項 TM-α単回投与試験と用量依存性 

雄性カニクイザルに 10、50 および 250 µg/kg の TM-αを静脈内急速投与したのち、血漿

中および尿中濃度を ELISA 法で測定すると共に、薬物速度論的パラメータを算出した。

血漿中 TM-αはラットと同様に二相性で消失し（図 2-7）、その際の T1/2βは 5～7 時間であ

った (表 2-8)。AUC および C0は、ほぼ用量に比例した増加が見られたが、T1/2β、Vd およ

び CL は用量による変動はなく、ほぼ一定であった（表 2-8）。ラットと同様に、静脈内投

与時の C0 と AUC の線形性を検討した結果、両者には高い相関が認められた（図 2-8）。

このことから 10～250 µg/kg の用量範囲で、静脈内投与時の TM-αの動態は線形であると

考えられた。TM-αの尿中への排泄率は、いずれの投与量においても投与後 120 時間で投

与量の 50％前後であり（表 2-9）、用量による大きな変動はなかった。 
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図 2-7 単回静脈投与 TM-αのサル血漿中濃度推移 

各プロットは平均値±標準偏差（n=3） 

 

表 2-8 サルに TM-αを単回静脈内投与した際の薬物速度論的パラメータ 

薬物速度論的パラメータ

C0 Vd T1/2α T1/2β CL AUC

TM-α投与

量 (µg/kg)
(ng/mL) (µg/kg) (hr)(hr) (µg hr/kg)

10 0.35 ± 0.2 31 ± 11 0.21 ± 0.20 4.8 ± 0.5 6.3 ± 0.6 1.6 ± 0.2

(mL/hr/kg)

50 1.4 ± 0.1 36 ± 12 0.97 ± 0.15 7.0 ± 0.4 5.2 ± 0.2 9.5 ± 0.4

250 7.5± 0.7 34 ± 3 0.77 ± 0.75 6.7 ± 1.8 5.2 ± 1.2 49.5 ± 12.0

薬物速度論的パラメータ

C0 Vd T1/2α T1/2β CL AUC

TM-α投与

量 (µg/kg)
(ng/mL) (µg/kg) (hr)(hr) (µg hr/kg)

10 0.35 ± 0.2 31 ± 11 0.21 ± 0.20 4.8 ± 0.5 6.3 ± 0.6 1.6 ± 0.2

(mL/hr/kg)(mL/hr/kg)

50 1.4 ± 0.1 36 ± 12 0.97 ± 0.15 7.0 ± 0.4 5.2 ± 0.2 9.5 ± 0.4

250 7.5± 0.7 34 ± 3 0.77 ± 0.75 6.7 ± 1.8 5.2 ± 1.2 49.5 ± 12.0

 

平均値±標準偏差（n=3） 
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表 2-9 TM-α単回静脈内投与時のサル尿中排泄率 

尿中排泄率（投与量に対する%)

TM-α投与量（µg/kg）時間 (hr)

10 50 250

0～24 39.3 ± 11.6 45.6 ± 6.5 32.5 ± 8.5

0～48 45.1 ± 13.2 50.8 ± 6.8 38.6 ± 6.9

0～72 47.5 ± 13.1 52.9 ± 7.2 41.1 ± 6.5

0～96 48.3 ± 13.0 53.9 ± 7.2 42.4 ± 6.5

0～120 48.3 ± 13.0 54.5 ± 7.2 43.1 ± 6.4

尿中排泄率（投与量に対する%)

TM-α投与量（µg/kg）時間 (hr)

10 50 250

0～24 39.3 ± 11.6 45.6 ± 6.5 32.5 ± 8.5

0～48 45.1 ± 13.2 50.8 ± 6.8 38.6 ± 6.9

0～72 47.5 ± 13.1 52.9 ± 7.2 41.1 ± 6.5

0～96 48.3 ± 13.0 53.9 ± 7.2 42.4 ± 6.5

0～120 48.3 ± 13.0 54.5 ± 7.2 43.1 ± 6.4
 

平均値±標準偏差（n=3） 
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図 2-8 サルに TM-αを静脈内投与した際の C0および AUC と投与量の相関性 

平均値±標準偏差、n=3、線形性は原点を通ることが前提であるため、回帰式は原点を通る一次式にて作成。 

 

第二項 TM-α反復投与試験 

雄性カニクイザルに 50 µg/kg の TM-αを 1 日 1 回、７回反復静脈内投与した際の血漿中

濃度および尿中排泄率をそれぞれ図 2-9 と表 2-10 に示す。血漿中 TM-α は、反復投与に

より若干の上昇が見られたが、3 日目以降でほぼ定常状態に達した。1 回目投与時の血漿

中濃度のパラメータを用いて反復投与時動態の予測を行ったところ、実測値はこれとほ
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ぼ一致した（図 2-9）。TM-αの尿中への排泄率は、投与開始時より 50～60%でほぼ一定で

あり、反復投与による大きな変動はなかった。 
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図 2-9 TM-α静脈内反復投与時のサル血漿中濃度推移 

       各プロットは平均値±標準偏差（n=3）、初回投与時の血漿中濃度を用い市販ソフトウェアー（WinNonlin 

Vr.5.1）の 2 コンパートメントモデルにて PK パラメータを求めた。このパラメータを用いて同ソフト

ウェアーにて動態予測（シミュレーション）を行った。 

 

表 2-10 TM-α反復静脈内投与時のサル尿中排泄率 

投与後時間 尿中排泄率（投与量に対する％）

1 回投与後24時間 49.7 ± 11.1

2 回投与後24時間 57.0 ± 14.0

3 回投与後24時間 53.7 ± 11.2

4 回投与後24時間 53.5 ± 13.8

5 回投与後24時間 50.8 ± 13.1

6 回投与後24時間 56.4 ± 18.3

7 回投与後24時間 56.1 ± 16.7

48時間 58.0 ± 17.1

72時間 58.6 ± 17.2

96時間 58.8 ± 17.4

120時間 58.9 ± 17.4

投与後時間 尿中排泄率（投与量に対する％）

1 回投与後24時間 49.7 ± 11.1

2 回投与後24時間 57.0 ± 14.0

3 回投与後24時間 53.7 ± 11.2

4 回投与後24時間 53.5 ± 13.8

5 回投与後24時間 50.8 ± 13.1

6 回投与後24時間 56.4 ± 18.3

7 回投与後24時間 56.1 ± 16.7

48時間 58.0 ± 17.1

72時間 58.6 ± 17.2

96時間 58.8 ± 17.4

120時間 58.9 ± 17.4  

各値は平均値±標準偏差（n=3） 
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第五節 結果：TM-αのヒトでの体内動態 

第一項 静脈内単回持続投与後の TM-α血中濃度推移 

健康成人男性に TM-α 0.03 mg、0.1 mg あるいは 0.3 mg/人を 2 時間かけて静脈内持続投

与したときの血漿中濃度推移（ELISA 法）を図 2-10 に、またこれを基に算出した薬物速

度論的パラメータを表 2-11 に示す。血漿中濃度は、Cmax に達したのち、二相性で消失し

た。T1/2は約 3～4 時間、T1/2は約 18～21 時間であり、動物の消失半減期より延長してい

た（前掲の表 2-2 および表 2-8 参照）。Cmaxおよび AUC は投与量に比例して増加したが、

T1/2と CLtotは投与量によらずほぼ一定であった。 
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図 2-10 TM-α単回投与時の血漿中濃度推移 

各プロットは平均値±標準偏差（n=4） 
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表 2-11 TM-α単回投与時の薬物速度論的パラメータ 

1.52 ± 0.2520.48 ± 2.223.97 ± 1.963031 ± 292121.75 ± 5.160.3

1.47 ± 0.2620.75 ± 3.803.71 ± 1.821074 ± 16239.7 ± 6.840.1

1.91± 0.4718.34 ± 3.12.80 ± 2.02257 ± 3210.2 ± 2.70.03

(mL/hr/kg)(hr)(hr)(ng･hr/mL)(ng/mL)

CLT1/2βT1/2αAUCCmax

薬物速度論的パラメータTM-α投与量

(mg/人)

1.52 ± 0.2520.48 ± 2.223.97 ± 1.963031 ± 292121.75 ± 5.160.3

1.47 ± 0.2620.75 ± 3.803.71 ± 1.821074 ± 16239.7 ± 6.840.1

1.91± 0.4718.34 ± 3.12.80 ± 2.02257 ± 3210.2 ± 2.70.03

(mL/hr/kg)(hr)(hr)(ng･hr/mL)(ng/mL)

CLT1/2βT1/2αAUCCmax

薬物速度論的パラメータTM-α投与量

(mg/人)

 

各値は平均値±標準偏差（n=3） 

 

第二項 TM-α反復投与時の血漿中濃度推移 

次に、健康成人男性に TM-α 0.2 mg/人を 2 時間かけて 1 日 1 回、3 日間反復静脈内持続

投与し、血漿中濃度推移を解析した。血漿中濃度は 3 日目投与終了時に 1 日目投与終了

時の約 1.5 倍の 高濃度を示したのち、二相性で消失した（図 2-12）。1 日目の血漿中濃

度からもとめた薬物速度論的パラメータを用いて、3 日間反復投与での血漿中濃度推移を

予測したところ、いずれの時点も実測値とほぼ一致した。このことから、本剤の反復投

与により出現する血漿中濃度の上昇は、TM-α の比較的長い半減期（約 20 時間）による

ものであることが示唆された。Cmaxおよび AUC 変動の用量依存性を調べたところ、いず

れも良好な相関性を示した（図 2-13）。 
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図 2-12 TM-α反復投与時の血漿中濃度推移 

各プロットは平均値±標準偏差（n=4）、初回投与時の血漿中濃度を用い市販ソフトウェアー

（WinNonlin Vr.5.1）の 2 コンパートメントモデルにて PK パラメータを求めた。このパラメータ

を用いて同ソフトウェアーにて動態予測（シミュレーション）を行った。 
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図 2-13 ヒトに TM-αを静脈内投与した際の Cmaxおよび AUC と投与量の相関性 

平均値±標準偏差、n=4、線形性は原点を通ることが前提であるため、回帰式は原点を通る一次式にて作成。 
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第六節 考 察 

本研究で検討したラット、サルおよびヒトのいずれの種においても、静脈投与した TM-α

の大部分は尿中に未変化体として検出されたことから、本薬物は腎クリアランスを主な機

構として排出されるものと推定された。これ以外の経路に関しては、ラットでの組織分布

実験において、肝臓、腎臓あるいは肺等に未変化体の他にかなりのレベルの低分子量放射

能が認められた。このことから、TM-αのクリアランスには臓器による取り込みと分解も関

与するものと考えられた。臓器中に取り込まれた TM-αは、臓器内で分解されたのちに再び

低分子量代謝物として血漿中に放出され、 終的には尿中に排泄されるものと考えられた。

一般に、タンパク質製剤の代謝にはマクロファージ等に発現するスカベンジャーレセプタ

ーを介した非特異的取り込み、若しくは特異的な取込/代謝機構が関与すると考えられてい

る 44,45)。静脈内投与した TM-αは血漿よりも高い濃度で分布する臓器が認められず、また用

量増加によっても組織集積に飽和が見られないこと等から、スカベンジャーレセプターを

介した非特異的取込による代謝の寄与が大きいと推定された。 

ヒト血漿中には内因性の TM が存在し 26-28）、これの生体内 CL には血液中（血管内皮細胞

上）の好中球などによる分解反応が関与する可能性が示唆されている 13）。しかし、125I-標識

TM-αを用いたラットでの動態試験の結果では、血漿中には限定分解物を含め低分子量化し

た代謝物が殆ど検出できなかった。若し、臓器や血球への取り込みがクリアランスの主要

機構であれば、臓器に取り込まれたあとにアミノ酸にまで分解代謝を受けたあとに血漿中

に一部放出されることが想定され、血漿中に中間的な代謝物が現れる可能性は低い。従っ

て今回の試験結果からは、好中球などによる分解反応の全身 CL への寄与は低いと考えられ

た。しかし、DIC などの全身的な炎症反応時に血球細胞の寄与率が増加する可能性は否定で

きず、今回の結果のみで DIC 患者での TM-α体内動態や機構を推定することは困難である。

従って、本研究では DIC 患者での解析を実施して、この問題の解決を試みた（後述、第三

章参照）。 

今回のラットの動態試験結果から算出された TM-αの腎 CL は、約 0.08 mL/min/kg で、ラ

ット腎糸球体ろ過速度の 1%程度と低値であった。また、尿排泄率が用量により変動せず一
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定であったことから、非飽和性であると考えられた。これらのことから、腎 CL についても

代謝と同様に、飽和性の特異的な取り込み受容体の関与の可能性は低く、糸球体細胞によ

る単純ろ過が主要な機構と考えられた。このように、TM-α の CL には腎糸球体ろ過と組織

での非特異的な代謝機構が存在するものの、いずれも消失速度が遅く、血漿中に存在する

TM-αはこれらの機構によって比較的ゆっくりと消失するものと考えられた。 

ラット、サルおよびヒトでの腎 CL 並びに腎外 CL を算出し（表 2-12）、アロメトリック

法に基づき 46）、その相関性を調べた。その結果（図 2-14）、いずれも体重に対して良好な直

線性を示し、アロメロリック係数は腎 CL（図 2-14-A）および腎外 CL（図 2-14-B）でそれ

ぞれ 0.80 および 0.72 であった。一般に、アロメトリック係数が 0.6～0.8 で体重に比例する

場合、CL 機構が動物種により変化しないことを示す 47)。従って、ラットで推定される上述

の CL 機構は、ヒトにあてはめることが可能であり、ヒトにおいても非飽和性の腎 CL と腎

外 CL が主要な TM-α の CL 機構であると考えられた。 

 

表 2-12 ラット、サルおよびヒトの TM-αクリアランスの比較 

動物種
体重

(kg)

ﾄｰﾀﾙCL

(mL/min/kg)

腎 CL

(mL/min/kg)

腎外CL

(mL/min/kg)

腎 CLの

寄与率

腎外CL

の寄与率

ラット
a) 0.3 0.08 0.04 0.04 50.0 50.0

サル
b) 3 0.08 0.04 0.04 50.0 50.0

ヒト
c) 60 0.025 0.015 0.01 60.0 40.0

動物種
体重

(kg)

ﾄｰﾀﾙCL

(mL/min/kg)

腎 CL

(mL/min/kg)

腎外CL

(mL/min/kg)

腎 CLの

寄与率

腎外CL

の寄与率

ラット
a) 0.3 0.08 0.04 0.04 50.0 50.0

サル
b) 3 0.08 0.04 0.04 50.0 50.0

ヒト
c) 60 0.025 0.015 0.01 60.0 40.0

 

a) 非標識体 50 µg/kg 静脈速投与時のトータル CL と標識体 50 µg/kg 静脈内投与時の尿中未変化体の割合

（ラジオクロマトグラフィー）から算出した。 

b) 非標識体 50 µg/kg 静脈速投与時のトータル CL と尿中排泄率より算出した。 

c) 非標識体 0.3 mg 静脈速投与時のトータル CL と尿中排泄率より算出した。 
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図 2-14 腎クリアランス (A)並びに腎外クリアランス (B)のアロメトリック解析 

 

腎障害モデルラットでの検討から、腎障害により全身 CL が低下する傾向が認められた。

ただし、その変動は腎の障害度には影響を受けなかった。一方、腎排泄型の低分子化合物

であるブレデニンでは、腎の障害度に従って CL の有意な低下が認められた。前述の通り、

TM-αは動物においては約 50%、ヒトにおいては約 60～70%程度が腎 CL によって消失する

ものと考えられるため、腎 CL 機構が完全に障害を受けた場合、全身 CL としては腎外 CL

のみが残るため、それぞれ 50%（動物）あるいは 30～40%（ヒト）程度に低下することが

想定される。しかし、今回の試験結果は、グリセロールモデルのような重度の障害を起こ

した動物でも TM-αの全身 CL の低下は 30%程度であり、想定される値（50%）とはかなり

の違いが見られた（想定の 6 割程度の低下）。一般に、高分子化合物の腎排泄の多寡や速度

は、対象物質の高次構造や荷電などによって異なる。アルブミン（pI=4.9）のように生理的

条件下で負に荷電したタンパク質では、腎障害により糸球体細胞表面上の静電的反発（陰

電荷）が破壊されることで、逆に腎排泄が亢進され尿中に排泄される（ネフローゼ症候群）

ことが知られている。一方、腎機能低下は腎血流量の低下から腎 CL 自体を低下させるため、

この相反する作用も同時に生起するものと考えられる。TM-α（pI=3～4）についてもアルブ

ミンと同様に生理的な条件下では負に荷電し、かつ分子量もアルブミンとほぼ同等である

ことから、腎傷害による糸球体細胞上の静電的反発の減少により排泄速度の増加と腎血流

量の低下による腎 CL の低下が同時に起こる可能性がある。このことが、TM-α CL に及ぼす
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腎障害の影響が現れにくい理由の一つと推測された。なお今回用いた動物モデルはいずれ

も尿量が低下していたため、尿の採取が殆どできず、直接腎 CL を検出することができなか

った。今後さらにこの TM-αの腎 CL のメカニズム解明のためには、摘出腎臓の還流系など

を用いた検討や尿細管からの取り込み機構の解明など、より詳細な検討が必要であると考

えられる。 
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第三章 ヒトでの TM-α体内動態に関する PPK 解析と DIC 罹患の影響 

第一節 概 要 

 TM-αの対象疾患である DIC 患者では、その多くが PK に影響を及ぼす肝臓や腎臓などに

障害を併発しているため、PPK 解析などの解析手法により DIC 患者での薬物動態を明らか

にすることは DIC 患者での適切な用法用量を設定する上で重要である。前章に記載したよ

うに、TM-α の CL には非飽和性の腎並びに腎外 CL が関与し、またヒトでは分布相が僅か

しか確認されずその寄与率が低かったことなどから、DIC 患者での PPK 解析には用量に依

存しない線形の 1 コンパートメントモデルにて解析可能であると考えられた。このことか

ら後期第 2 相臨床試験時の採血時点としては、解析可能な範囲で患者への負担を 小化す

る観点から、1 日目投与終了時、6 日目投与終了時（ピーク濃度）および 6 日目投与終了後

24 時間時（トラフ濃度）の 3 時点とした。なお本 PPK 解析においては、上記 DIC 患者の様々

な背景因子（共変量）による PK への影響の検出感度を上げること、並びに上記 3 時点のデ

ータを補完し精度の高い解析を行うことを目的に、DIC 患者と併せて健康成人の PK も解析

対象とした。その結果、実測値と 終モデル式からの推定値との相関性やブートストラッ

プ法によるバリデーションなどから、本 PPK 解析結果は頑健性を有する信頼性の高いもの

であると考えられた。 

解析結果から想定される TM-α の DIC 患者での薬物動態には、体重を除いて影響を及ぼ

す要因がないことが明らかとなった。このことから、用法用量設定に際して、体重以外の

背景因子への配慮は必要ないものと結論づけた。 

 

第二節 解析対象および試験方法 

第一項 解析対象データ 

日本人の健康成人を対象とした Phase1 試験（1 施設、計 20 例）並びに DIC 患者を対象

としたオープンラベル用量-反応試験（Phase2 試験；92 施設、計 116 例）で得られた TM-α

血漿中濃度および臨床検査値を含む患者データを解析に用いた。Phase1 試験では、第二
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章、第二節に記載した投与・採血手順で得られた血漿サンプルのデータを用いた。Phase2

試験では、厚生省 DIC 診断基準 48）に基づき、「DIC」または「DIC の疑い」と診断された

患者を対象として、TM-α 用量－反応の解析を目的として、3 用量非盲検並行群間比較試

験を実施した。この試験では、TM-α を 1 日 1 回、6 日間反復静脈内投与した。1 回当り

の TM-α 投与は 30 分間に渡って持続注入した。初回投与前後（1 時間前と投与直後）、6

回目投与終了直後および 6 回目投与終了 24 時間後にヘパリン処理採血管にて血液 3 mL

を採取した。採取した血液は遠心分離して血漿を得、測定に供するまで-80℃で凍結保存

した。血漿中 TM-α濃度は、第一章に記載した ELISA 法にて測定を行った。 

 

第二項 PPK 解析方法 

母集団モデルの構築には、解析用プログラムとして NONMEM Version V49) Level 1.1 お

よび PREDPP Version IV Level 1.150)、データプリプロセッサとして NM-TRAN Version 

III51) Level 1.1 を使用した。これらのプログラムは、Windows2000（Microsoft corporation）

を OS とするパーソナルコンピュ－タ（OPTIPLEX G1;DELL corporation）上にインストー

ルした。また、FORTRAN コンパイラとして DIGITAL VISUAL FORTRAN Version 5.0

（Digital Equipment corporation）を使用した。NONMEM プログラムを用いた計算で、各

要因の影響度を表すモデルパラメータの有意度検定を行う場合、モデルパラメータを自

由に変動させる full model と、無効値に固定した reduced model の間で、計算により得ら

れた目的関数 小値の差が対数尤度の -2倍となり χ2分布に従うことを利用した 52)。 χ2 (1, 

0.05)および χ2 (1, 0.005)の値はそれぞれ 3.84および 6.63であり、full modelと reduced model

の間での目的関数 小値の差がこれらの値以上となったとき、それぞれ p＜0.05 および p

＜0.005 でモデルパラメータは有意であると判定した。 

Phase1 試験データでは、1-コンパートメントモデルと比較して 2-コンパートメントモ

デルでやや良好なフィッティングが得られた。しかし、AUC に対する α相の寄与率が 12%

と小さく、2-コンパートメントモデルを用いる必要性は高くないと考えられた。また、今

回のデータを用いた予備検討の結果、2-コンパートメントモデルを用いた複雑なモデルで
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は計算が困難であったことから、静脈内持続投与時の血漿中薬物濃度推移を表す薬物速

度論モデルとして、(1)式に示す 1-コンパートメントモデルを用いた。 

Cp＝
CL

R
* 1- exp -

CL
V *T exp -

CL
V * - TCp＝

CL

R
* 1- exp -

CL
V *T exp -

CL
V * - T

                     (1) 

   Cp：血漿中薬物濃度（ng/mL） R：投与速度（ng/h） T：infusion 持続時間（h） 

   CL：クリアランス（L/h）   V：分布容積（L） 

 

PK パラメータの個体間変動に関しては、(2)式に示す指数誤差モデルを使用した。 

               Vi＝
～
V *EXP(ηV)   

               CLi＝
～
CL*EXP(ηCL)                                          (2)                

ここで、Vi および CLi は、個体 i に特異的な分布容積とクリアランスの値を、
～
Vおよび 

～
CLは、分布容積とクリアランスの母集団平均値を表す。また、ηV および ηCL は、平均値

が 0 で、分散がぞれぞれ ωV
2 および ωCL

2 の正規分布に従うランダム変数と仮定した。血

漿中濃度の個体内変動に関しては、(3)式に示す比例誤差モデルを使用した。なお、TM-α

の濃度測定にはELISA法を用いているため、少なくとも 10倍以上の希釈を行うことから、

下記の比例誤差モデルを採用した。 

       Cpi,j= 
～
C pi,j(1+ε)                            (3)        

ここで、
～
C pi,j は Vi と CLi を用いて(1)式により計算される血漿中濃度推測値を、Cpi,j は

実測値を表す。また、ε は平均値 0、分散 σ2 の正規分布に従うランダム変数と仮定した。

共変数モデルの作成にあたっては、まず NONMEM プログラムの POSTHOC オプション

を用いて個別の PK パラメータ（Vd,CL）を推定した。被験者の体重と PK パラメータと

の相関性は目的関数 小値に基づき統計学的な有意性を確認した。次に、体重の要因を

含むモデルを用いて、被験者の背景情報と PK パラメータとの相関を確認した。解析に用

いた患者背景データは以下の通り：年齢、性、赤血球数、ヘモグロビン、ヘマトクリッ

ト（Hct）、白血球数、総タンパク、アルブミン、アルブミン/グロブリン比、アスパラギ

ン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）、アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）、乳

酸脱水素酵素、アルカリフォスファターゼ、総ビリルビン、総コレステロール、中性脂
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肪、BUN、血清クレアチニン、コリンエステラーゼ、尿酸、血清 Na、血清 K、グルコー

スおよび CRP。 腎機能のマーカーとしては、クレアチニン CL と estimated glomerular 

filtration ratio (eGFR) をそれぞれ Cockcroft-Gault formula 法 53) と Modification of Diet in 

Renal Disease (MDRD) 式 54) に従って算出した。性差、AST、ALT、乳酸脱水素酵素およ

び併用薬については、治験に参加した施設の測定方法が異なっていたため、カテゴリカ

ル変数として解析に用いた。その他の変数については、連続変数とカテゴリカル変数の

両方にて解析に用いた。連続変数については、ANOVA 解析時の寄与率(R)が 0.5 を超える

もの、カテゴリカル変数については、Tukey の多重検定で p<0.05 であるものを有意な変

数として選択した。全ての変数を取り込んだフルモデルの作成後に、目的関数 小値が

3.84 以上（p<0.05)の変数のみを有意な変数として 終モデルを作成した。 

 

第三節 結 果 

第一項 解析に用いた患者背景および PK データ 

PPK 解析に用いた背景データの一覧を表 3-1 に示す。PPK 解析には、健康成人男性 20 例

および DIC 患者男女 116 例から、それぞれ平均 17.4 時点/人および 2.6 時点/人の血漿サンプ

ル（計 653 サンプル）を用いた。DIC 患者の年齢は 62.4 歳 で、その内 56 例が 65 歳以上の

高齢者であった。血清クレアチニン値並びにクレアチニン CL の平均値は健康成人と DIC

患者でほぼ同等であったが、DIC 患者群には 30 mL/min 未満のクレアチニン CL の腎機能障

害者が 15 例含まれていた。また DIC 患者群の AST 値 および ALT 値は、健康成人のそれら

の値に比べ有意に高かった。また DIC 患者においては、Hct 値が健常者に比べ有意に低下し

ていた。H2 ブロッカー、利用剤、血液製剤を含む 19 種類の薬剤が DIC 患者の 15%以上で

併用されていた（表 3-2）。図 3-1 に示すとおり、DIC 患者の血漿中濃度のばらつきは健康成

人被験者のそれに比べ大きかった。 
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表 3-1 TM-の PPK 解析に用いた被験者背景一覧 

項目 健康成人 DIC 患者

例数 20 116

性別 ( 男性 /女性) 20 / 0 59 / 57

測定時点数 348 305

被験者1例あたりの平均測定時点数 17.4 2.6

平均±標準偏差 65.1 ±7.1 53.5 ±11.6
体重 (kg)

中央値(範囲) 64.8 (55.2 – 79.5) 52 (31 - 90)

平均±標準偏差 32.2 ±5.1 62.4 ±15.5
年齢 ( 年)

中央値(範囲) 32 (24 - 44) 64 (18 - 88)

血清クレアチニン 平均±標準偏差 1.04 ±0.14 1.16 ±1.29

(mg/dL) 中央値(範囲) 1.0 (0.8 - 1.3) 0.8 (0.3 - 11.5)

平均±標準偏差 20.5 ±12.1 142.5 ±471.3AST (IU/L)

中央値(範囲) 19 (11 - 38) 38.5 (7 - 4320)

平均±標準偏差 22.5 ±9.2 115.9 ±309.3ALT (IU/L)
中央値(範囲) 21 (11 - 46) 35 (1 - 2202)

ヘマトクリット 平均±標準偏差 44.0 ±1.9 26.7 ±7.5

(Hct；%) 中央値(範囲) 43.9 (40.7 – 47.8) 25.7 (11.4 - 53.3)

腎クリアランス 平均±標準偏差 117.5 ±21.6 100.5 ±73.4

(CLr；mL/min) 中央値(範囲) 118.4 (83.0 - 153.0) 85.9 (5.0 - 490.9)

項目 健康成人 DIC 患者

例数 20 116

性別 ( 男性 /女性) 20 / 0 59 / 57

測定時点数 348 305

被験者1例あたりの平均測定時点数 17.4 2.6

平均±標準偏差 65.1 ±7.1 53.5 ±11.6
体重 (kg)

中央値(範囲) 64.8 (55.2 – 79.5) 52 (31 - 90)

平均±標準偏差 32.2 ±5.1 62.4 ±15.5
年齢 ( 年)

中央値(範囲) 32 (24 - 44) 64 (18 - 88)

血清クレアチニン 平均±標準偏差 1.04 ±0.14 1.16 ±1.29

(mg/dL) 中央値(範囲) 1.0 (0.8 - 1.3) 0.8 (0.3 - 11.5)

平均±標準偏差 20.5 ±12.1 142.5 ±471.3AST (IU/L)

中央値(範囲) 19 (11 - 38) 38.5 (7 - 4320)

平均±標準偏差 22.5 ±9.2 115.9 ±309.3ALT (IU/L)
中央値(範囲) 21 (11 - 46) 35 (1 - 2202)

ヘマトクリット 平均±標準偏差 44.0 ±1.9 26.7 ±7.5

(Hct；%) 中央値(範囲) 43.9 (40.7 – 47.8) 25.7 (11.4 - 53.3)

腎クリアランス 平均±標準偏差 117.5 ±21.6 100.5 ±73.4

(CLr；mL/min) 中央値(範囲) 118.4 (83.0 - 153.0) 85.9 (5.0 - 490.9)
 

 

表 3-2 15%以上の併用率を示す併用薬一覧 

薬剤名 治療クラス 併用率(%)

濃縮血小板血漿 血液製剤 53

電解質補液 補液 46

新鮮凍結人血漿 血液製剤 23

ファモチジン H2 受容体拮抗剤 37

人赤血球濃厚液 血液製剤 37

フロセミド 高圧利尿剤 36

フルコナゾール トリアゾール系抗菌剤 29

アルプリノール 高尿酸血症治療薬 27

高カロリー輸液用総合ビタミン剤 高カロリー輸液 24

ブドウ糖 補液 21

水酸化アルミニウムゲル・ 胃炎・消化性潰瘍治療薬 20

アムホテリシンB ポリエンマクロライド系真菌治療剤 19

高カロリー輸液用基本液・アミノ酸液 高カロリー輸液 18

塩酸ラニチジン H2受容体拮抗剤 18

イミペネム・シラスタチンナトリウム カルバペネム系抗生物質 18

スルファメトキサゾール・ 合成抗菌剤 18

人血清アルブミン 血液製剤 17

炭酸水素ナトリウム 制酸・中和剤 17

耐性乳酸菌 生菌製剤 15

薬剤名 治療クラス 併用率(%)

濃縮血小板血漿 血液製剤 53

電解質補液 補液 46

新鮮凍結人血漿 血液製剤 23

ファモチジン H2 受容体拮抗剤 37

人赤血球濃厚液 血液製剤 37

フロセミド 高圧利尿剤 36

フルコナゾール トリアゾール系抗菌剤 29

アルプリノール 高尿酸血症治療薬 27

高カロリー輸液用総合ビタミン剤 高カロリー輸液 24

ブドウ糖 補液 21

水酸化アルミニウムゲル・ 胃炎・消化性潰瘍治療薬 20

アムホテリシンB ポリエンマクロライド系真菌治療剤 19

高カロリー輸液用基本液・アミノ酸液 高カロリー輸液 18

塩酸ラニチジン H2受容体拮抗剤 18

イミペネム・シラスタチンナトリウム カルバペネム系抗生物質 18

スルファメトキサゾール・ 合成抗菌剤 18

人血清アルブミン 血液製剤 17

炭酸水素ナトリウム 制酸・中和剤 17

耐性乳酸菌 生菌製剤 15
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図 3-1 PPK 解析に用いた TM-αの血漿中濃度の推移 

 

第二項 PPK 解析モデルの構築とその妥当性 

PPK 解析の 終モデルパラメータを表 3-3 に示す。Vd は体重と相関し、Hct 値によっ

て影響を受けた。一方、CL は体重と相関し、クレアチニン CL、年齢および Hct 値に影

響を受けた。それぞれの目的関数の 小値（MOF；この値が大きい程、影響が大きい）
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を見ると、 も大きな値を示した因子は Hct であり、Vd および CL に対していずれも 50

以上であった。一方、クレアチニン CL およびび年齢に対する目的関数の 小値は Hct よ

りも小さくいずれも 30 以下であった。なお、クレアチニン CL と eGFR との結果には殆

ど差がなかったことから、クレアチニン CL の結果のみを示した。Vd 並びに CL の体重

との相関については、体重の因子を含んでない Basic model と体重の因子を含む Final 

model のいずれも個体間変動パラメータ（ETA）は体重と相関していた（図 3-2）。このこ

とから、TM-の PK パラメータのうち、Vd と CL が体重と相関することが確認された。

また患者の体重は 大で 3 倍程度の差異が見られた（図 3-2）。 

低 Hct 値（男性；<40%、女性；<35%）の DIC 患者では、Vd および CL はそれぞれ

Hct 値正常患者に比べて 1.5 倍および 1.4 倍に増大した。65 才以上の高齢患者では、CL

は非高齢患者の約 70％水準に低下した。Vd および CL に対する個体間変動は、それぞれ

31.9％および 29.0%であったが、肝機能を含むその他の因子によっては TM-の動態は影

響を受けなかった。 終モデル式から得られるパラメータを用いて、個別モデル予測値

（PRED）を算出し、実測値との比較を行ったところ、原点を通る直線で回帰され、

R=0.9504 と高い相関性を示した（図 3-3）。PPK モデル式より推定される薬物濃度に対

する重み付き残差の分布を調べたが、特定の傾向は認められずほぼ均一に分布していた

（図 3-4）。また 200 回繰り返しのブートストラップ法にてパラメータの再算出を行った

ところ、いずれのパラメータも 終パラメータとの差異は 6%以内で一致した（表 3-4）。 
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表 3-3 PPK 解析による最終モデルパラメータ 

95% 信頼区間 目的関数の
パラメータ パラメータの意味 推定値

(下限値, 上限値) 変化値

θ1 Coefficient for WT in V 0.104 (0.0933, 0.1147) 71.50

2 Coefficient for WT in CL 0.00162 (0.0008, 0.0024) 41.71

3 Coefficient for Hct in V -0.0126 (-0.0142, -0.0110) 88.39

4 Coefficient for CLcr in CL 0.175 (0.1007, 0.2493) 29.90

5 Coefficient for Hct in CL -0.0117 (-0.0141, -0.0093) 52.00

6 Coefficient for Age in CL -0.00374 ( -0.00595, -0.00153) 9.98

Interindividual variability
V

in V
29.7% (CV) (24.7%, 34.7%) －

Interindividual variability

in CL
24.7% (CV) (23.1%, 26.2%) －

Intraindividual residual

ωCL

variability
11.9% (CV) (11.5%, 12.3%) －

θ

θ

θ

θ

θ

θ

Σ

95% 信頼区間 目的関数の
パラメータ パラメータの意味 推定値

(下限値, 上限値) 変化値

θ1 Coefficient for WT in V 0.104 (0.0933, 0.1147) 71.50

2 Coefficient for WT in CL 0.00162 (0.0008, 0.0024) 41.71

3 Coefficient for Hct in V -0.0126 (-0.0142, -0.0110) 88.39

4 Coefficient for CLcr in CL 0.175 (0.1007, 0.2493) 29.90

5 Coefficient for Hct in CL -0.0117 (-0.0141, -0.0093) 52.00

6 Coefficient for Age in CL -0.00374 ( -0.00595, -0.00153) 9.98

Interindividual variability
V

in V
29.7% (CV) (24.7%, 34.7%) －

Interindividual variability

in CL
24.7% (CV) (23.1%, 26.2%) －

Intraindividual residual

ωCL

variability
11.9% (CV) (11.5%, 12.3%) －

θ

θ

θ

θ

θ

θ

Σ

 

終モデル式: V (L) = θ1 · WT · (θ3·Hct+1) 

CL (L/h) = θ2·WT · (CLcrθ4) · (θ5·Hct+1) · (θ6·Age+1) 

OBJmin = 4594.80、WT = 体重 (kg)、Hct = ヘマトクリット値（%） 

CLcr= Cockcroft-Gault の推定式により算出されたクリアチニン CL 

 

  表 3-4 ブートストラップ法によるパラメータの算出と最終モデル式との比較 

モデルパラメータの
終推定値

200 回のブートストラップ推定値パラメータ

（平均 ± 標準誤差）

相対値
a)

1 0.104 0.105 ± 0.005 101%

2 0.00162 0.00172 ± 0.00052 106%

3 -0.0126 -0.0126 ± 0.0007 100%

4 0.175 0.170 ± 0.042 97.1%

5 -0.0117 -0.0117 ± 0.0013 100%

6 -0.00374 -0.00363 ± 0.00134 97.1%

ωv
2 0.0884 0.0890 ± 0.0252 101%

ωCL
2 0.0609 0.0600 ± 0.0081 98.5%

2 0.0142 0.0141 ± 0.0022 99.3%Σ

モデルパラメータの
終推定値

200 回のブートストラップ推定値パラメータ

（平均 ± 標準誤差）

相対値
a)

1 0.104 0.105 ± 0.005 101%

2 0.00162 0.00172 ± 0.00052 106%

3 -0.0126 -0.0126 ± 0.0007 100%

4 0.175 0.170 ± 0.042 97.1%

5 -0.0117 -0.0117 ± 0.0013 100%

6 -0.00374 -0.00363 ± 0.00134 97.1%

ωv
2 0.0884 0.0890 ± 0.0252 101%

ωCL
2 0.0609 0.0600 ± 0.0081 98.5%

2 0.0142 0.0141 ± 0.0022 99.3%Σ
 

a) ブートストラップ推定値の平均値／モデルパラメータの 終推定値 x 100  
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(b) Vd 
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図 3-2 CL および Vd についての個体間変動パラメータ（ETA）と体重との相関 
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図 3-3 最終モデル式より推定された個別血漿中濃度と実測の血漿中濃度との相関 

 

-8

-6

-4

-2

0

2

4

6

8

0

500 1000 1500 2000 2500

血漿中TM-α濃度の推定値 (ng/mL)

重
み

付
け

残
差

-8

-6

-4

-2

0

2

4

6

8

0

500 1000 1500 2000 2500

血漿中TM-α濃度の推定値 (ng/mL)

重
み

付
け

残
差

 

図 3-4 血漿中濃度予測値に対する重み付き残差の分布 

        直線は残差 0 の値を示す。 
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第三項 構築モデルによる DIC 患者での TM-動態予測 

第二項にて論述したとおり、TM-体内動態の PPK 解析結果は再現性がありかつ解析結

果から推定される濃度値はほぼ実測値と一致したことから、本研究では、DIC 患者での薬

物動態の変動の有無を、モデル式より推定される濃度値や PK パラメータを用いて検討し

た。 

TM-を臨床用法用量（0.06 mg/kg の 30 分点滴静注を 1 日 1 回で 6 日間）で投与された

DIC 患者の個別の血漿中濃度は投与直後より上昇し、各投与終了時に 大濃度となり、そ

の後緩やかに消失した。反復投与により血漿中濃度は徐々に増加し、6 日目の投与終了時

には Cmax(約 1,600 ng/mL)に達した[図 3-5(a)]。DIC 患者における平均的な Vd および CL

はそれぞれ 60.0 mL/kg および 1.91 mL/hr/kg で、健康成人のそれらの値に対して Vd で 1.5

倍、CL で 1.2 倍に増加した。CL と Vd の双方に影響を与えた低 Hct 値は、DIC 患者の特

徴的な症状であり、DIC 患者の 90%以上が低値であった（DIC 患者；Hct=26.7%、健常者；

Hct=44.0%）。高齢者では TM-血中濃度の上昇が見られたが、健康成人の Cmax を超える

ことはなかった[図 3-5(b)]。高齢者と非高齢者間に Vd には殆ど差異はなかったが（高齢

者；Vd=69.4 mL/kg、非高齢者；Vd=68.5 mL/kg）、CL では高齢者で 20%ほどの低下が見

られた（高齢者；CL=1.69 mL/h/kg、非高齢者；CL=2.11 mL/h/kg）。TM-は主として腎臓

から排泄されることから、腎機能障害を持った DIC 患者（ｸﾚｱﾁﾆﾝ CL < 30 mL/min）と腎

機能障害を有していない DIC 患者（ｸﾚｱﾁﾆﾝ CL ≥ 70 mL/min）間で本剤の PK の違いにつ

いて検討した[図 3-5(c)]。その結果、高齢者の場合と同様に、Vd には両者間で差異はなか

ったものの（腎機能障害 DIC 患者; 70.0 mL/kg, vs. 正常腎機能 DIC 患者; 69.1 mL/kg）、CL

は 30%程度の低下が認められた(腎機能障害 DIC 患者; 1.40 mL/h/kg, vs. 正常腎機能 DIC

患者; 2.06 mL/h/kg)。 
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図 3-5 PPK 解析結果より推定される DIC 患者の血漿中濃度推移(0.06 mg/kg/day) 

(a) 健康成人と DIC 患者との比較（平均値） 

健康成人；体重=65.1 kg、Hct 値=43.8%、ｸﾚｱﾁﾆﾝ CL (CLcr)=117.5 mL/min、年齢=32.歳 

DIC 患者；体重=53.7 kg、Hct 値=26.7%、CLcr=100.5 mL/min、年齢=62.5 歳 

(a) 

(b) 

(c) 
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(b) 65 歳以上と 65 歳未満の DIC 患者との比較（平均値） 

65 歳未満；体重=56.8 kg、Hct 値=27.1%、CLcr=131.9 mL/min、年齢=50.7 歳 

65 歳以上；体重=50.6 kg、Hct 値=26.4%、CLcr=68.0 mL/min、年齢=74.8 歳 

(c) 腎機能障害(CLcr < 30 mL/min)と腎機能正常の DIC 患者(CLcr  70 mL/min)との比較（平均値） 

CLcr  70 mL/min；体重=56.8 kg、Hct 値=26.6%、CLcr=134.4 mL/min、年齢=58.1 歳 

CLcr < 30 mL/min；体重=48.3 kg、Hct 値=24.8%、CLcr=17.1 mL/min、年齢=69.8 歳 

 

第四節 考 察 

本 PPK 解析によって得られたパラメータを用いて算出される TM-α 血漿中濃度の推定

値と実測値との比較を行ったところ、原点を通る直線に回帰され、相関も良好であった。

また、ブートストラップ法によるバリデーションにおいても頑健性が確認されたことか

ら、本推定法は再現性と信頼性を有する解析手法と考えられた。静脈内投与した TM-αの

Vd および CL は、体重と有意に相関していた（第三節、第二項）。DIC 患者は高齢者が比

較的多いため、体重が若年層のそれに比べかなり低い可能性が想定される。事実、今回

の TM-αの臨床試験において体重は 大 3 倍程度の差が認められ（第三節、第二項）。TM-α

の非臨床サルの毒性試験の結果から、臨床用量の 3 倍以上程度の用量で出血の副作用の

発現が予想されている。従って、TM-α用量の中毒域は薬効域と大きくは乖離しておらず、

DIC 患者の体重のバラツキを考慮すると体重あたりの用量設定が患者の安全性担保の観

点より必要であると考えられた。 

PPK 解析結果から、Hct 値の低下に依存して Vd の増大が認められたが、これは以下の

理由によるものと考えられる。TM-αは高分子量タンパク質（分子量約 64 kDa）であるた

め細胞膜を透過することが困難であり、TM-αは主に血漿中に局在すると考えられる。事

実、ヒトおよび動物に静脈内投与した際の定常状態の分布容積は 50～80 mL/kg と血漿容

量に近かった。Hct 値は血漿と血球成分の比を示し、低 Hct 値の場合、血漿成分の比率が

増加することから、Vd が大きくなったものと考えられた。また、DIC の患者の多く（90%

以上）が、低 Hct 値であることから、DIC 患者では Vd の増大とそれに伴う CL の増大が

見られたものと考えられた。このように、DIC 患者では、Hct 値の低下に伴う TM-α血漿
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中濃度の低下が認められたが、臨床用法用量にて投与された際の血漿中濃度は、投与期

間中、後期第 2 相臨床試験成績と血漿中濃度の解析より想定された有効濃度（約 500 

ng/mL）を上回っていたことから、有効性には殆ど影響しないものと考えられた。一方、

高齢の DIC 患者では CL の低下による血漿中濃度の上昇が見られたものの、Cmax は健康成

人のそれを超えておらず、臨床濃度の 3 倍を超える濃度域（副作用発現域）には達しな

いと想定され、これらの患者集団においても安全性に大きな懸念は生じないものと考え

られた。 

本 PPK 解析結果から、腎機能障害は TM-α の血漿中濃度を有意に低下させるものの、

その程度は大きなものではなかった。これはラットの腎障害モデルのそれとほぼ一致す

る。ヒトにおいて、TM-αの腎 CL の寄与率は未変化体の尿排泄率から 60～70%程度で、

腎機能が高度に障害された場合、全身 CL は 30～40%に低下する可能性が考えられる。今

回の PPK 解析の結果を用いて、10 mL/min 未満の腎機能障害患者での正常腎機能患者に

対する CL 値の低下率を算出したところ、約 50%と上記の推定値（60～70%の低下）に比

べ腎機能障害による CL への影響はやや小さくなっていた。このことからヒトでもラット

と同様に、原因は明確ではないものの、高度腎機能障害者でもその全身 CL への影響は比

較的小さいものと推定された。 

後に、DIC 患者での内皮細胞表面上の炎症細胞などによる分解機構の全身 CL に対す

る寄与について考察する。本研究で構築した ELISA 系は、第一章（第二節）で述べたと

おり、内因性の TM をも検出する測定系である。ELISA 系で検出された投与前の TM-α

濃度は健康成人で 4.9±7.9 ng/mL(N=74；中央値=2.8)、DIC 患者では 8.0±9.7 ng/mL (N=112；

中央値=5.5)で、DIC 患者では約 2 倍の増加（p<0.05）が見られ、これは既報の健常者と

DIC 患者間の比とほぼ同じ（1.8～2.5）であった 27,28)。このことから、DIC 患者では内皮

細胞上の分解活性の増加などによる TM-α 様のタンパク質が放出されているものと考え

られる。即ち DIC 患者では、健康成人に比べ炎症細胞による分解反応が亢進しているも

のと考えられた。ただ、健康成人と正常腎機能を有する DIC 患者の全身 CL を比較する

と、DIC 患者では 30%程度の増加が見られていたが、この増加は主にヘマトクリット値
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の低下（分布容積の約 4 割の増大）によって説明された。従って、上述の炎症細胞によ

る分解反応機構は、DIC 患者ではその存在が否定できないものの、全身 CL に対する寄与

は小さいものと考えられた。 
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結論と展望 

本研究により以下の点が明らかとなった。 

 

・ 血漿中並びに尿中の生物活性を保持した TM-α濃度を高感度かつ特異的に定量可能な測

定系を確立した。 

・ TM-αの全身 CL には非飽和性の腎と腎外 CL が存在し、それぞれの CL の寄与率はラッ

トおよびサルで 50:50、ヒトで 60:40 であった。 

・ アロメトリック法を用いて動物からヒトへの PK の外挿性を検討した結果、動物での PK

をほぼそのままヒトに外挿可能であることがわかった。 

・ 動物並びに健康成人の PK データを基に DIC 患者での採血時点を設定し、PPK 解析を行

ったところ、当初の期待どおり、患者の負担を減らしたデザインにて頑健性のある解析

結果が得られた。 

・ PPK 解析結果より、TM-αの PK の変動に対して体重が も重要な背景因子であり、体

重あたりの用量調整の有効性が示唆された。その他の背景要因はいずれも大きな PK 変

動を惹起せず、投与実施の際に特には配慮の必要はないと判断された。 

 

 

TM-αの体内動態に関する本研究での成果や経験より、生体内タンパク質製剤の開発にあた

っては、下記の点に留意して進めることが重要と考えられた。 

 

・ 生体内薬物濃度測定系確立における一般的な留意事項 

低分子薬の体内動態解析においては、活性代謝物を含む活性体の動態を明らかにする

ことが薬効や安全性評価の観点から重要であり、このことは現実に配慮されて創薬研

究が行われている。タンパク質製剤でもこの状況は同一であり、活性保持型の検出や

定量法の確立が重要と考えられる。ただ、多数の測定点やサンプルの解析を要する PK

試験では活性を無視した ELISA 法の有用性や機動性も有用である。活性保持型の検出

と ELISA 法検出を組み合わせて、相互に補完させる体制で解析を実施するのが理想的
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と考えられるが、従前のタンパク質薬の PK や pharmacodynamics (PD)解析ではこれを

満足する状況で実施された例が殆どなかった。本研究では、この問題を排除して、活

性保持型検出法と ELISA 法を併用し、後者での定量値は活性保持体を含むことを確認

して進めた。この研究デザインは、今後のタンパク質薬 PK 解析にとって貴重な先行例

になるものと思慮される。本研究成果はこの課題に対して重要な指針になるものと考

えられる。 

・ 生体内タンパク質製剤のクリアランス機構解明の意義について 

一般に生体内タンパク質製剤のクリアランス機構の解明については、検出系の問題な

どから、詳細な報告は殆どなされていない。本研究では、動物における詳細なクリア

ランス機構の解明がヒトへの外挿や PPK 解析時の設計並びにモデル解析時に重要な指

針を与えることを実証した。特に重篤な患者を対象とした場合、採血時点数は可能な

限り 小化するべきであり、本研究成果は患者を対象とした後続研究において貴重な

参考例になるものと考えられる。 
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