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論文内容の要旨 

 
動物の骨髄細胞に作用して好中球分化を促す顆粒球コロニー刺激因子(G-CSF)は癌化学療法時

の白血球減少からの回復を促進する補助剤として人の医療では実用化されている。伴侶動物臨床

界では癌化学療法、敗血症あるいは感染症などで起こる好中球減少症の治療に際し、副作用の無

い治療薬を開発することが望まれている。現在、伴侶動物臨床ではヒト G-CSF が用いられること

があるが、長期投与するとヒト G-CSF に対して中和抗体が産生され、投与効果がなくなる上に、

その抗体は伴侶動物の G-CSF の作用も中和して重篤な好中球減少症が引き起こされることが知

られている。 
 本研究では、イヌおよびネコ G-CSF の組換えタンパク質を発現・精製して、生物活性を調べて

臨床応用の可能性について検討した。ネコ腎由来上皮細胞 CRFK のゲノム DNA を鋳型とし、PCR
法によりネコ G-CSF ゲノム遺伝子を増幅して、G-CSF タンパク質をコードする遺伝子の全領域

を明らかにした。またLipopolysaccharide処理して炎症時の刺激をするとCRFK細胞ではG-CSF 
mRNA の発現は誘導されるが、同細胞の RNA を鋳型とし cDNA の全長を RT-PCR によりクロー

ニングしてアミノ酸配列を決定した。195 アミノ酸残基からなるネコ G-CSF はヒトやマウスを始

めとする種々の哺乳動物と推定アミノ酸配列を比較すると 66.8〜90.8％の高い相同性を示した。

そこで得られた G-CSF の生物活性の有無を確かめるために、ネコ G-CSF cDNA の全長を組み込

んだ組換えバキュロウイルスを作製し、昆虫細胞(Sf21)に感染させて組換えタンパク質を発現さ

せた。感染細胞の培養上清を骨髄細胞に添加すると白血球数の増加が認められて G-CSF 活性を示

した。生物活性を確認したネコ G-CSF 成熟タンパク質のＮ末端にヒスチジンヘキサマ− (His6)
を付加した組換えタンパク質を大腸菌で発現させた。この産物を Ni-NTA カラムを用いて精製し

たところ、得られた G-CSF はヒト G-CSF の活性の 3 分の 1 を示した。1.25μg の精製組換えネ

コ G-CSF を 1 日 1 回、2 日間連続でネコに投与したところ、好中球数が投与前の約 4 倍に増加し

た。50μｇの精製組換えネコ G-CSF の 11 日間連日投与において、最終的に白血球数は投与前の

約 10 倍に達した。組換えネコ G-CSF 投与による臨床的な異常は認められず、投与を止めると白

血球数は速やかに投与前のレベルへと戻った。 
 一方、組換えイヌ G-CSF についてもブレビバチルスによる発現・精製と生体での効果を調べた。

まず、成熟イヌ G-CSF もしくはジスルフィド結合に関与しないとされている 17 番目のシステイ

ン残基をセリンに置換したイヌ G-CSF（C17S）の cDNA を合成し、Brevibacillus chosinensis 
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HPD31 株で発現させた。上清中の生物活性は、置換前のイヌ G-CSF で 3.2×103 LU/mL と低値

であったが、イヌ G-CSF(C17S)では 6.7×104 LU/mL と活性の上昇がみられた。組換えイヌ

G-CSF(C17S)を含む培養上清を硫安沈殿により濃縮し、疎水性カラムやイオン交換カラム精製を

行って、精製品（比活性：8.0×106 LU//mg タンパク質）を得た。この精製品をイヌに 125、25、
5、1μg/頭の用量で 2 日間連日、皮下注射で投与した。血中の総白血球数は投与 1 日後から 125、
25、5 μg/head 投与の群で上昇した。投与中止後、好中球数は速やかに元の値へと回復し、臨床

障害症状は観察されなかった。 
 さらに、サイクロフォスファミドで誘導した好中球減少症について、組換えイヌ顆粒球刺激因

子による改善の有無を調べた。イヌに 400mg/ｍ2のサイクロフォスファミドを静脈内に単回投与

して、顆粒球減少症誘導した。顆粒球減少症は顆粒球数 1000/mm3以下もしくは 2000/mm3以下

で 39.5℃以上の体温が認められるときと規定した。まず、減少症となったときに治療的に組換え

イヌ G-CSF を投与する方法を試みた。2.5μg/kg 以上投与することにより約 1.5 日の顆粒球減少

期間の短縮が見られた。次に、顆粒球数に関係なくサイクロフォスファミドの投与後 2〜4 または

3〜6 日の 3 日連続で組換えイヌ G-CSF を 2.5µg/kg 投与する予防的方法を試みたところ、顆粒球

数の最低値からの回復に要した日数および顆粒球数が 2000/mm3 以下の期間が有意に短縮した。

従って本研究において発現•精製した イヌとネコの組換え G-CSF は有効で安全な伴侶動物用の

好中球数回復剤となり得る可能性を示した。 
 

論文審査の結果の要旨 

 
本論文は伴侶動物臨床における癌化学療法、敗血症あるいは感染症などで起こる好中球減少症

の治療に際し、副作用の無い治療薬を開発することを目的としてイヌおよびネコの顆粒球コロニ

ー刺激因子(G-CSF)遺伝子や蛋白質の単離および臨床応用への有効性を調べた結果をまとめた

ものである。 

① G-CSF は骨髄細胞に作用して好中球分化を促進し、また、好中球を末梢血へ動員するとと

もに活性化することが知られている。本研究ではネコ G-CSF 遺伝子全容を明らかにして、

cDNA の全長を RT-PCR 法によりクローニングし、塩基配列を決定した。ネコ G-CSF は 21
アミノ酸残基のシグナルペプチドを含む 195 アミノ酸残基からなることを示した。cDNA の
全長を組み込んだ組換えバキュロウイルスを作製し、昆虫細胞(Sf21)に感染させて組換えタン

パク質を発現させて、感染細胞の培養上清を用いた結果、白血球を増加させる有効な生物活

性を得た。次いで組換えタンパク質を大量に得るために大腸菌で発現させたところ封入体を

形成したのでこれの再生を試みて、アフィニティカラムを用いて精製した。精製標品はヒト

G-CSF の 3 分の 1 の生物比活性を示した。これを 2 日間連続でネコに投与したところ、好中

球数が約 4 倍に増加した。11 日間連日投与においては、約 10 倍に達した。組換えネコ G-CSF
投与による臨床的な異常は認められず、投与を止めると白血球数は速やかに投与前のレベル

へと戻り、標品の有効性を初めて証明した。 

② 組換えイヌ G-CSF についても枯草菌ブレビバチルスを用いた発現・精製と生体での効果を

調べた。イヌ G-CSF の 17 番目のシステイン残基をセリンに置換したイヌ G-CSF（C17S）
の cDNA を合成し、B. chosinensis HPD31 株で発現させた。C17S 型の上清は、野生型イヌ

G-CSF のそれよりも高い生物活性を示した。組換えイヌ G-CSF(C17S)の精製を試みて、高
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度精製品を得た。これをイヌに連日投与したところ、総白血球数は上昇した。また、投与中

止後の好中球数の回復や臨床障害などでは異常は観察されないことから、臨床応用への期待

がもたれる。 

③ サイクロフォスファミドで誘導した好中球減少症に対する組換えイヌ顆粒球刺激因子によ

る改善についても調べるために、顆粒球減少症を誘導したあと治療的に組換えイヌ G-CSF を

投与した。投与することによって顆粒球減少期間の短縮が認められた。また、予防的効果に

ついても、顆粒球数の回復の短縮の好成績を得ている。 

これらの結果は、本研究で発現•精製した イヌとネコの組換え G-CSF は有効で安全な伴侶

動物用の好中球数回復剤となり得る可能性を示しており、臨床応用に利用できることを明確に

した。 
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