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Summmッ Wehave simultaneously determined the plasma levels of erythropoietin 

(EPO) in 40 chronic hemodialytic patients by an in vitro bioassay and a radioimmunoassay 

(RIA) and have made a comparative study of the results. 

In the in vitro bioassay， the EPO plasma titers were determined by a method of Sakata 

et al， using fetal mouse liver cells obtained from 12-day-old mice. The mean EPO level of 

the hemodialytic patients was revealed to be 74.4 :t29.1 mU/ml in the bioassay and 17.1 :t 

10.1 mU/ml in the RIA. Incontrast， the normallevel of the control subjects were 158.0 :t 

33.4 mU/ml in the bioassay and 15.7 :t 1.3 mU/ml in the RIA. In the bioassay， in 27 (67. 

5 %) of the 40 hemodialytic cases， the EPO titer levels were found to be lower than the 

normallower limit (90 mU/mI). Conversely， in the RIA， the EPO levels were found to be 

higher than the normal lower limit in all caces， except for only one. 

The plasma EPO value in the bioassay showed a positive correlation with the hemoglo-

bin (Hb) concentrationand the count of the reticulocytes， but no significant correlation in 

the RIA. 

On the other hand， there is no correlation between the in vitro bioassay and the RIA， 

but in the comparative study limited to 21 cases who were did not show very low EPO levels 

in the bioassay， there was a significant relationship between the two methods. 

Therefore， it is felt that plasma EPO level data obtained by the RIA do not necessarily 

reflect the true erythropoietic stimulatory activity in hemodialytic patients with chronic 

glomerulonephritis. 
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( 2 ) 育 田

緒 言

1957年に Jacobsonら1)がErythropoietin(EPO)の

主たる産生部位が腎であることを報告して以来，慢性腎

不全に認められる貧血は主に EPOの産生低下によるも

のと考えられてきた2)

一方， EPOの測定は初期の段階においては飢餓マウス

や多血症ラットなどを使用して生物学的測定がなされて

いたが，腎不全患者においては検出限界以下のことが多

く，感度的にもまた再現性の点からも問題を残していた.

1977年三宅ら3)がEPOの純化に成功して以来，遺伝子

工学的手法の発達により recombinanthuman-EPO(r 

huEPO)が大量に生産可能になり，臨床的にも応用され

るようになった. 1980年 Garciaらめにより Radioim-

munoassay (RIA)法による測定法が報告されて以来，腎

不全患者あるいは透析患者における EPO濃度も測定可

能になり，現在ではほとんどの施設でRIA法により測定

している状況である.しかし腎機能の廃絶していると考

えられる維持透析患者において， RIA法による EPO濃

度が健常者との聞にほとんど差が認められないとの報

告5)もあり，腎性貧血と EPO値の関連性は未だ問題が残

されている.

今回著者は， in vitro bioassay法として fetalmous巴

liverを用いた CFU-E由来コロニー形成能による EPO

活性値および RIA法による EPO濃度を測定し，維持透

析患者における腎性貧血と造血能に関し比較検討した.

対象および方法

対象症例は奈良県立医科大学付属病院人工透析室およ

びその関連病院において chronicglomerulonephritis 

を原疾患とする維持血液透析患者で，本人または親族者

から承諾の得られた症例 40例(男性 24例，女性 16例)，

年齢は 11歳から 69歳，平均 48.3:t12.8歳，対象症例の

透析期間は 35ヵ月より 151ヵ月，平均 81.9:t34.9ヵ月，

過去 3ヵ月間輸血歴がなく，血清鉄，血清フェリチン値

が正常である症例である.

対照症例として，ボランティアによる健康成人 20例

〔男性 10例，女性 10例〉年齢は 19歳より 39歳，平均 28

7土7.34歳を用いた.

RIA法:RIA法による試料の測定概要は， Fig.1に示

すごとく標準試料および未知試料(検体血竣〉を tris緩

衝液と混和し，抗EPO血清添加後 25'Cで20時間反応

後，標識125I-r-huEPOを加えて再度 20時間反応させ，

25 % polyetylene glycol (PEG)にて Boundtype/Free 

克法

プーノレ血清を，また未知試料の方には緩衝液を混和した.

その後， 4'Cで3000回転 15分間遠沈し well型scintilla四

tion-counter ARC-950 (Aloka Co.， Ltd. Tokyo)にて

測定した.

標識1251 -r -huEPOは r-huEPO (Pharmaceutical 

Laboratory， Kirin Brewery Co.， Ltd. Tokyo)を使用

しLactoperoxidase法にて作成した.以上のような RIA

法による測定は， Special Reference Labolatory社 (S.

R. L. Co.， Ltd. Tokyo)に依頼した.なお，正常値はS

R. L.にて健常者 129例について測定した結果， 8-30 

mU/mlであった.

CFU-E法.坂田らの方法6)に準じ，未知試料および標

準試料処理は，ヘパリン加血媛を Erslevら7)の酸・煮沸

処理法を Fig.2のごと〈改良して施行した.すなわち試

料作成は，血媛1.5mlと0.9% NaCl 0.5 mlを混合して

1N酢酸で pH5.5に調整し，正確に 5分間沸騰水中にお

いた後，すぐに氷冷し遠沈(12000rpm-10分〉後の上清

をViskingセルロースチュープ (size8/32)にて最初の

血媛量の 40倍に濃縮し，抗生物質〔ペニシリン G100，000 

u/l，ストレプトマイシン 0.1g/l)を含むDulb巴ccoリン

酸緩衝液 (PBS)で24時間透析し試料とした.次に培地

上に 12日齢の fetalmouse liver cellとともにそれぞれ

type分離を行い，同時に蛋白補正にために標準試料には Fig. 1. Method for radioimmunoassay of EPO目



E由来コロニー集団は， Fig.3に示すごとくで，赤芽球系

細胞 8個以上の集団をコロニーとして算定した.なお，

標準曲線作成に関しては中外製薬より提供された r

huEPOを使用した.また培養系の環境条件で、の測定誤差

をなくするために測定は同一日に行った.

維持血液透析患者におけるエリスロポエチン活性
第 l報 CFU-E由来コロニー形成能と血竣 EPO濃度の比較 ( 3 ) 

標準試料または未知試料 10μlを添加して 48時間培養

後 8個以上の細胞集団からなる CFU-E由来コロニー数

を算定し，そのコロニー数から r-huEPO無添加でのコ

ロニー数〔ブランク値〉を差し引き，これを更にブラン

ク値で除して%コロニー数として表示した.それにより

まず標準曲線を作成し，各々未知試料のコロニー形成法

による EPO活性値を測定した.

Fetal mous巴1iverを使用した 48時間培養後の CFU-

くMethod)

Medium adjustment 

2% M巴thy1celIulos巴 inα-medium 

Fetal Calf Serum......56"C， 30min 

αmedium + Nuc1eotides +αthioglycerol 

Fetal mouse Liver celIs -suspension (inα-medium) 
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Standard EPO or Sample 

(10μ1 in each welI) 

37ロ， 5 % CO2 in air 

48hrs in incubatio日

Colony fixed (by l.5 % Glutaraldehyde) -12hrs 

Colony count. 

Fig目 2目 Methodfor in-vitro bioassay of EPO. 

結 果

1) ムコロニー数と標準 EPO濃度との関係を中外製薬

r-huEPOを用いて確認した.培地中 EPO濃度 OmU/ml

より 25mU/mlにおいてムロロニー数主は， Fig.4に示

すごとく片対数図上に Y二 37.1X十45.8Cr=0.994， p<O. 

0005)の有意な一次回帰曲線がえられ，コロニー形成率

はEPO濃度に依存することが確認できたので，以下，コ

ロニー形成法によるコロニー数を測定して EPO活性値

として表した.

2) コロニー形成法において対照群 20例も同一日に同

一条件で測定した.対照群の EPO濃度は 90.0mU/ml

より 228.6mU/ml，平均 158:t33.4mU/ml，血液透析愚

者においては 25.7mU/mlより 129.2mU/ml，平均 74.

4士29.1mU/mlで対照群に比較して有意に低かった

(%) 

100 

lag EPO 

0.1 0.2 0.4 0.8 '.6 3.1 6.3 12.5 25:0 (mU) 

Fig. 4. log EPO dose-r巴sponsestandard curve. 

EPO Cー〉

Fig. 3. CFU-E-derived colonies with or without EPO. 

EPO (12.5mU/ml) 



( 4 ) 育 田克法

(P<0.05) (Fig.5). にRIA法による測定値に関しては全血液透析期聞を通

一方， RIAによる測定結果は，血液透析患者群におい じて低値傾向にあった (Fig.6a， b)， 

て低値ではあるが，そのほとんどが正常範囲内にあり正 4) 網状赤血球数と EPO濃度に関しコロニー形成法に

常下限の 8mU/ml以下は l例に過ぎず，また 30mU/ おいては Fig.7a.に示すごとく r=0.516(p<0.005)と有

ml以上の高値例が 4例に認められた (Fig.5)， 意な正の相関を認めた.しかし， RIA法においては r=O.

3) 血液透析期間と EPO濃度の聞にはコロニー形成法 052と相関は認められなかった (Fig.7b)，

および RIA法ともに相関傾向は認められなかった.こと の Hemoglobin (Hb)濃度と EPO濃度に関しコロニ

一形成法においては rニ0.212と正の相関傾向は認めら

EPO(in bioassay) 
mU/ml 

200 
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100 

50 

n=20 . 

n=40 . . 

.1 

Controls HD Patients 

EPO(in RIA) 
mU/nil 

n=40 
60 

50 

40 

HD Patients 

Fig目 5.Pla"ma EPO levels in the bioassay and th巴

RIA. 
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Fig. 6a.Plasma EPO lev巴ls(bloassay)in relevance 

to duration of hemodialysis. 

れたが有意ではなかった.また RIA法においては r=O.

168と相関は認められなかった (Fig.8a， b)， 

EPO in RIA 

(mU/ml) 

50 

40 

30 

20 

10 "，・ . . 

50 

-. 
ー

100 150 

HD term 
(mons.) 

Fig. 6b.Plasma EPO levels(RIA) in rel巴vanceto 

duration of hemodialysis 
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l巴vels(bioassay)in HD patients. 
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Fig. 7b.Corr巴lationbetween reticulocyte and EPO 

levels(RIA) in HD patients 
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(bioassay) in HD patients. 
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(RIA) in HD patients. 

6) コロニー形成法と RIA法の比較においては，今回得

られたすべての成績からは有意な相関は認められなかっ

たが，コロニー形成法により EPO活性値70mU/ml以

上の値を示したものについて比較してみると，双方の成

績において rニ0.404(p<0.05)の有意な相関が認められ

た (Fig.9.). 

考 察

慢性腎不全末期および透析患者の腎障害程度と貧血の

関連性は以前より指摘されていたが， 1953年Erslevら8)

は潟血した家兎の大量血援を正常家兎に静注し，正常家

兎の網状赤血球が増加したニとを報告し， Eryth-

ropoiesisの重要な r巴gulatingfactorとして EPOの存

在が確認され，また腎が主な産生部位で、あることが報

告1)されて以来，腎不全患者にとって腎性貧血症は免れ

得ない合併症として認識されてきた.近年透析機器およ

び透析膜の進歩により維持血液透析患者の予後は飛躍的

に向上をとげ，一方では透析液の処理方法の進歩および

蛋白同化ステロイド剤の投与9)により貧血症に関しても

ある程度の改善が得られているが，今日でも未だへ7 ト

クリット 30%以下の症例が大半を占めており，依然とし

て腎不全患者の qualityof lif巴は著しい制約を余儀なく

されているのが現状である.

一般に血液透析患者の腎性貧血の成因として 1)赤



( 6 ) 
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比較においては，関連は認めなかったとの報告叫がみら

れるが，今回，著者の結果においても RIA法により確認

された EPO濃度と網状赤血球および Hbの関係は認め

られなかった.一方， in vitroにおいて Radtkeら15)は，

今回と同様に fetalmous巴liverを使用した EPO活性値

を測定し， Htと負の相関を認めたと報告しているが，今

回，著者の結果においてはコロニー形成法による EPO

活性値と臨床検査値とは正の相関を認め，また同時に

EPO活性値に依存する形成コロニー数と臨床検査値と

正の相関が認められ， EPOの尿毒症環境での活性発現状

態が，透析患者における貧血発症の key-factorとして

明らかに関与していることを示したといえる.また RIA

法による EPO濃度が臨床検査値と相関がみられなかっ

たことは， RIA法では抗原性を有した EPO-related-

substanceも同時に測定している可能性が十分考えられL

，~ RIA る.

30 
円 (mU/ml)

非腎性貧血症例ではコロニー形成法と RIA法による

Fig. 9. EPO levels in comparison of the bioassay 測定結果は一致しているが16)17)，Sherwoodら18)は腎性

with the RIA. 貧血症例においては相関は確認できなかったと報告して

いる.しかし一方では，透析患者においてもこの二方法

血球寿命の短縮， 2)腎における EPOの相対的産生低 に関連性が認められるとの報告19)もあり，一定していな

下， 3)造血抑制因子の存在， 4)欽欠乏などの因子10)が い.今回全症例では二方法による測定値の比較において

知られているが，血液透析期間が長期に及び維持安定期 も一致は認められなかったが，コロニー形成法で 70

になると，腎よりの EPOの相対的産生低下と造血抑制 mU/ml以上の 21症例について比較すると，両方法には

物質による EPO活性発現抑制が主因となっていると考 高い相関が認められた.このことは uremictoxinが造血

えられる. 能抑制物質として EPO活性発現に深く関与している可

今回の対象症例の維持血液透析患者における Hb値に 能性を強く示唆している.

対して，文献的に鉄欠乏性の非腎性貧血症例では， EPO EPOの測定法としてこれまで 1)飢餓マウスや多血

濃度は 100mU/ml以上の上昇が期待されるにもかかわ 症マウスを用いる invivo bioassay法 2)骨髄細胞や

らず11)，今回の測定結果では 17.2:tl0.lmU/mlとほと fetal mouse liv巴rce11などの培養細胞を用いる invitro 

んどが正常範囲内にあり，また同様な報告12)も認められ bioassay法が行われてきたが，近年遺伝子工学の医学分

ることにより維持血液透析患者での EPO産生は電絶対 野への導入により， EPOのradioimmunoassayが可能

的'EPO産生低下ではなく R相対的'産生低下であると考 となり，現在では RIA法による測定が一般的になりつつ

えられる. ある.RIA法による EPOの測定は，感度においても再現

一方，維持血液透析患者での EPO活性の低下は諸家 性においても簡便で，日常検査として広く用いられてい

により報告されているが， EPO活性発現状態は臨床的に る.

は網状赤血球数および Hb濃度に表現され， in vitroで 一方， fetal mouse liver ce11培養系を用いたコロニー

はbonemarrow c巴11もし〈は fetalliv巴rce11培養によ 形成法による測定は，生物学的活性を直接反映する有用

るFeの取り込みおよび赤血球系コロニー形成能として な測定方法であるが，検査手技に関し熟練と時間を要す

確認されている.De Klerkら13)も同様の fetalmouse るため日常検査としては不適で、ある.しかし透析患者を

liv巴rce11を用いて維持血液透析患者での EPO活性低下 含めた腎性貧血に対して r-huEPOの投与の効呆に個体

を報告しており，今回，著者の結果においてもコロニー 差が認められている今回 20)21)22)，造血抑制j物質との絡み

形成法では RIA法と異なり明かな低下を認めた (Fig. を含めて適応症例，至適投与量の決定および効果判定に

5). おいて RIA法による測定のみではなく，生理学的活性の

EPO濃度と腎位貧血の関連性はその臨床検査値との パラメーターとしてコロニー形成法による測定法につい
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ても再評価する必要性があると考える.

結 語

1) 維持血液透析患者 40症例および対照例としてボラ

ンティアによる健康成人 20例の血疑EPO値について

fetal mouse liver cell培養系によるコロニー形成法およ

びRIA法の二方法を用いて測定した.

2) コロニー形成法による EPO測定値は，ほとんどが

正常値以下で， 50mU/ml以下の異常低値が 10例認めら

れた.

3) RIA法による EPO測定値は正常値以下は 1例にす

ぎず，ほとんどが正常値内にあり，また 30mU/ml以上

の高値例が 4例に認められた.

4) 網状赤血球および Hbとはコロニー形成法による測

定値で正の相関を認めたが， RIA法では相関は認めなか

っTこ.

5) 両測定法に一致は認められなかったが， uremic 

toxinの造血抑制物質の影響のないと考えられる症例に

ついては有意な相関が認められた.

6) EPOの生理学的活性の点から RIA法とともにコロ

ニー形成法による測定も再認識する必要がある.
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