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(54)【発明の名称】 造血幹細胞移植後の肝中心静脈閉塞症の検査方法および治療薬

(57)【要約】
【課題】本発明の課題は、造血幹細胞移植後の肝中心静
脈閉塞症の予測、確定診断および予後の経過観察に用い
ることができる検査方法、ならびに造血幹細胞移植後の
肝中心静脈閉塞症の治療薬を提供することである。
【解決手段】ヒト血清中の血管内皮細胞増殖因子／血管
透過性因子（VEGF/VPF）濃度を測定することを特徴とす
る造血幹細胞移植後の肝中心静脈閉塞症の検査方法およ
び血管内皮細胞増殖因子／血管透過性因子（VEGF/VPF）
に対する抗体を含む製剤からなる造血幹細胞移植後の肝
中心静脈閉塞症治療薬。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】ヒト血清中の血管内皮細胞増殖因子／血管
透過性因子（VEGF/VPF）濃度を測定することを特徴とす
る造血幹細胞移植後の肝中心静脈閉塞症の検査方法。
【請求項２】血管内皮細胞増殖因子／血管透過性因子
（VEGF/VPF）濃度を測定する方法が標識免疫測定法であ
ることを特徴とする請求項１記載の造血幹細胞移植後の
肝中心静脈閉塞症の検査方法。
【請求項３】血管内皮細胞増殖因子／血管透過性因子
（VEGF/VPF）濃度を測定する方法が、血管内皮細胞増殖
因子／血管透過性因子（VEGF/VPF）と特異的に反応する
化合物を用いて行うことを特徴とする請求項１または請
求項２に記載の造血幹細胞移植後の肝中心静脈閉塞症の
検査方法。
【請求項４】血管内皮細胞増殖因子／血管透過性因子
（VEGF/VPF）と特異的に反応する化合物が、血管内皮細
胞増殖因子／血管透過性因子（VEGF/VPF）に結合する抗
体または受容体である請求項３記載の造血幹細胞移植後
の肝中心静脈閉塞症の検査方法。
【請求項５】血管内皮細胞増殖因子／血管透過性因子
（VEGF/VPF）に対する抗体を含む製剤からなる造血幹細
胞移植後の肝中心静脈閉塞症治療薬。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、造血幹細胞移植
（以下、ＳＣＴという）後の肝中心静脈閉塞症（以下、
ＶＯＤという）の検査方法およびＳＣＴ後のＶＯＤ治療
薬に関するものであり、医療、製薬技術に属するもので
ある。
【０００２】
【従来の技術】ＳＣＴは白血病や再生不良性貧血などの
造血器疾患、先天性免疫不全症や先天性代謝異常症など
の先天性疾患、そして近年は固形腫瘍の大量化学療法や
放射線療法の最大の副作用である骨髄抑制の救援療法と
してその適応は広がってきている。ＳＣＴは、まず病的
なhostの骨髄細胞を大量の抗癌剤や全身放射線照射など
により徹底的に攻撃した後に（移植前処置という）、do
nor（提供者）から健康な造血細胞を輸注することで行
われる。また造血細胞を提供するdonorの種類によって
自家移植（自分自身の骨髄あるいは末梢血幹細胞を予め
凍結保存していたものを使用する）、同種移植（他人の
造血細胞を用いる）に大別される。同種移植はさらにそ
のソースにより、血縁者および非血縁者の2種類に大別
される。さらにそれぞれは骨髄細胞そのものの場合、末
梢血幹細胞の場合、臍帯血の場合に区別される。
【０００３】ＳＣＴにおいて、前処置、造血細胞輸注の
後は、輸注した造血細胞が拒絶されることなく生着して
健康な造血を回復し、しかも特に悪性疾患の場合は原疾
患の再発がないことが目標である。造血細胞輸注後約1
ヶ月以内は合併症の出現が集中する時期であり、原疾患
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の再発を云々する前に移植自体が成功するかどうかは、
この移植後早期の合併症をいかに乗り切るかが重要であ
る。この移植後早期のＳＣＴの３大合併症は、感染、急
性ＧＶＨＤ（移植片対宿主病、同種移植の場合）、およ
び肝中心静脈閉塞症（veno-occulusive  disease、ＶＯ
Ｄ）である。なお、その他の合併症としては、口腔や消
化管の粘膜障害、出血、貧血、ＴＭＡ（thrombotic  mi
croangiopathy）および腎障害などの臓器障害がある。
移植後1ヶ月以降は、感染はもちろんのこと、慢性ＧＶ
ＨＤや白質脳症などの神経学的合併症、そして再発が予
後およびＱＯＬ（quality  of  life）を規定する重要
な因子となってくる。
【０００４】ＶＯＤは移植後３０日以内（ほとんどが血
球回復期(移植後７日～１４日)に集中）の移植後早期
に、臨床的に（１）原因不明の体重増加（＞２％）ある
いは腹水、（２）右季肋部痛あるいは肝腫大、（３）黄
疸（ＴＢ≧２ｍｇ／ｄｌ）の３主徴のうち2つ以上を認
め、他の疾患が除外されることが臨床的診断基準として
認められている。病理学的には肝中心静脈の閉塞と中心
静脈域の肝細胞の壊死および鬱血を特徴とする。上記の
臨床的３徴は肝中心静脈の閉塞に伴う鬱血症状と門脈圧
亢進、それによる肝細胞障害を診断基準としている。移
植後にＶＯＤを起こす危険因子として、前処置中からの
感染症、ウイルス性肝炎、移植前の長い化学療法歴、肝
障害例、ブスルファンを中心とした前処置、前処置中の
肝障害、同種移植（特に非血縁者やHLA不一致donorから
の移植）などが知られている。ＶＯＤの臨床経過と一致
して変動する凝固線溶マーカーとして、protein  C（低
下）、procollagen  typeIII（上昇）、factorVII（低
下）、トロンボモジュリン（上昇）、vWF（上昇）、AT
－III（低下）、PAI-1（上昇）などが知られている。Ｓ
ＣＴ後は臨床的にＶＯＤはなくてもこれら凝固異常は必
ず生じており、ＳＣＴ後は血管内皮細胞障害による凝固
異常が生じ易い状態にあると言える。また、サイトカイ
ンとしてはTNF-α、IL-6、IL-8などの炎症性サイトカイ
ンが知られている。臨床的に粘膜障害が強い症例に多
く、必ず発熱が先行し、CRPも強陽性になることから、
感染が引き金になっているものと考えられている。
【０００５】  これらの危険因子や内皮細胞障害のマー
カーが動くことから、ＶＯＤは血管内皮細胞障害をベー
スとして発生する血栓性疾患と考えられてきた。しかし
ながら、移植前はこれらのマーカーが正常であることは
珍しいことではなく、移植前にＶＯＤの発症を予測をす
ることは現在までできていない。発症予防としてヘパリ
ンの持続投与やプロスタグランジンＥ１の投与、ウルソ
の投与、トレンタールの内服、AT-IIIの定期的補充など
が行われてきているが、満足いく結果には程遠いのが現
状である。近年活性化protein  Ｃ製剤の治験も始まっ
ている。治療としては利尿剤、AT-IIIやFFPの投与など
の対症療法に加えてtissue  plasminogen  activator(t
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PA)による線溶療法が奏効したとの報告がある。しかし
ながら、tPA治療は血小板数の低下している移植後早期
ということもあって、頭蓋内出血などの重篤な副作用の
報告も多く、しかも危険な副作用の割には奏効率が低く
（３０％程度といわれる）、tPA治療に踏み切れないの
が現状である。
【０００６】重症度はmild、moderate、severeに別けら
れているが、mildなものの多くは自然に回復するが、se
vereタイプでは９０％以上の致死率である。ＶＯＤを発
症した段階で重症度がどこまで進むかについても予知が
困難であり、severeになると治療抵抗性となるため、tP
A治療しか有効な治療法がないにもかかわらず、tPA治療
の副作用を考慮すると、その適応およびタイミングにつ
いてはマーカーなどによる基準がないため、手遅れとな
ることも少なくない。
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】本発明の目的は、ＳＣ
Ｔ後のＶＯＤの発症の予測、確定診断および予後の経過
観察に用いることができる検査方法、ならびにＳＣＴ後
のＶＯＤの治療薬を提供することである。
【０００８】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、血管内皮
細胞増殖因子／血管透過性因子（VEGF/VPF）濃度を測定
することにより、前記課題が解決できるのではないかと
鋭意検討した結果、本発明を完成するに至った。すなわ
ち、本発明はヒト血清中の血管内皮細胞増殖因子／血管
透過性因子（VEGF/VPF）濃度を測定することを特徴とす
る造血幹細胞移植後の肝中心静脈閉塞症の検査方法であ
り、さらに血管内皮細胞増殖因子／血管透過性因子（VE
GF/VPF）に対する抗体を含む製剤からなる造血幹細胞移
植後の肝中心静脈閉塞症治療薬である。
【０００９】
【発明の実施の形態】血管新生すなわち毛細血管内皮細
胞の増殖、移動および組織への浸潤と言う現象は胎児の
生長、創傷治癒、癌細胞の増殖などの生理的または病理
的現象において重要な役割を果たしていることが知られ
ている[Folkman、J.Cancer  Res.46:467(1986)]。血管
新生を誘導する因子としては、直接的に血管内皮細胞に
作用する物質として塩基性線維芽細胞増殖因子（basic 
 fibroblast  growth  factor、ｂFGF）、酸性線維芽細
胞増殖因子（acidic  fibroblast  growth  factor、aF
GF）、血管内皮細胞増殖因子／血管透過性因子（vascul
ar  endothelial  growth  factor／vascular  permeab
ility  factor、VEGF/VPF）、血小板由来内皮細胞増殖
因子（platelet-derived  endothelial  cell  growth 
 factor、PD-ECGF）などが知られ、また、間接的に血管
内皮細胞に作用する物質として、transforming  growth
  factor-α（TGF-α）、 transforming  growth  fact
or-β（TGF-β）、angiogenin、tumor    necrosis  fa
ctor－α（TNF-α）などが知られている[Falkman、J.&S
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hing,Y．、J.Biol.Chem.、２６７：１０９３１（１９９
２）]。
【００１０】上記血管新生を誘導する因子の中でも、血
管内皮細胞増殖因子／血管透過性因子（VEGF/VPF、以下
単にＶＥＧＦという）に関しては、マウス、ラット、モ
ルモット、ウシ及びヒトの正常又は腫瘍細胞株で分泌さ
れており、また、組織別では脳、下垂体、腎臓、卵巣に
存在することが明らかにされている[Ferrara,N.、et.a
l.  Endocrine  Reviews  １３：１８（１９９２）]。
また、ＶＥＧＦは乳癌の血管新生と転移［Weider、N.e
t.al.  N.Engl.J.Med.３２４：１（１９９１）］や腎細
胞癌の血管新生［医学のあゆみ、１６８：２３１（１９
９４）］、あるいは網膜疾患における血管新生［Adami
s.A.P.et.al.、Biochem.Biophys.Res.Comm.、１９３：
６３１（１９９３）］に関与していることが報告されて
いる。
【００１１】ヒトＶＥＧＦ遺伝子についてはそのｃDNA
がすでに単離されて塩基配列が決定され、アミノ酸配列
も推定されている。この遺伝子からアミノ酸残基数の異
なる４種類の蛋白（アミノ酸残基数が１２１個、１６５
個、１８９個、２０６個の４種類）が作られ、それらの
中で１２１個のアミノ酸残基数のもの（ＶＥＧＦ１２
１）と１６５個のアミノ酸残基数のもの（ＶＥＧＦ１６
５）が成熟蛋白であると言われている［Ferrara  N.,e
t.al.、Endocrine  Reviews  １３：１８（１９９
２）］。なお、ＶＥＧＦ１２１はＶＥＧＦ１６５のカル
ボキシル末端の４４個のアミノ酸が欠損したものである
が、ＶＥＧＦ１２１とＶＥＧＦ１６５の間に、血管内皮
細胞に対する作用の違いがあるかどうかは明らかにされ
てはいない。
【００１２】本発明は、ＳＣＴ後のヒト血清中のＶＥＧ
Ｆ濃度を測定することを特徴とするものであり、ＳＣＴ
患者におけるＶＯＤ合併患者のＶＥＧＦ濃度が健常人お
よびＳＣＴ患者であるが非ＶＯＤ合併者と比較して有意
に高値であるという関係に基づく、ヒト血清中のＶＥＧ
Ｆ濃度を測定することによるＳＣＴ後のＶＯＤの検査方
法である。ヒト血清中のＶＥＧＦ濃度の測定方法として
は特に制限はないが、標識免疫測定法による方法が好ま
しい。また、ＶＥＧＦと特異的に反応する化合物を用い
て行なうことも好ましく、例えば、このような化合物と
してはＶＥＧＦに結合する抗体または受容体などが挙げ
られる。ＶＥＧＦに対する抗体としては、モノクローナ
ル抗体の他、ポリクローナル抗体、また、ヒト化など特
殊抗体を用いることも可能であり、これらの抗体は適宜
標識として用いられる。標識としては、例えば、赤血
球、ラテックス、放射線同意元素、酵素、発光物質、蛍
光物質、金属分子、金属ゲル、バクテリオファージなど
を用いることが可能である。一方、抗体に代えて、ＶＥ
ＧＦに対する公知の受容体を用いることも可能である
（Shibuya.M.et al, Oncogene 5:519(1990)、Jaime.C.e
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t al, Science,255:989(1992)参照）。
【００１３】また、本発明におけるＳＣＴ後のＶＯＤ治
療薬の形態は、ＶＥＧＦに対する抗体を含むものであれ
ば特に限定はされず、経口または非経口で投与される。
非経口投与として注射液等を用いる場合は、安定剤、緩
衝剤、保存剤、等張化剤等の添加剤を含有することが好
ましく、一方、経口投与の場合に用いる錠剤、カプセル
剤等には、通常それらの製剤において一般的に使用され
ている結合剤、包含剤、賦形剤、滑沢剤等を含有してい
ることが好ましい。以下、実施例により具体的に説明す
るが本発明はこれら実施例に制限されるものではない。
【００１４】
【実施例】（１）抗ＶＥＧＦポリクローナル抗体の作製
単離したヒトＶＥＧＦｃＤＮＡ をグルタチオン Ｓ-ト
ランスフェラーゼ（ＧＳＴ）との融合蛋白（ＧＳＴ－Ｖ
ＥＧＦ）として大腸菌で産生させ、得られた蛋白を抗原
として、常法に従ってウサギ抗ＶＥＧＦ ポリクローナ
ル抗体を作製した。抗体価の上昇したウサギの血清を分
離し、陰イオン交換カラムクロマトグラフィーによりウ
サギ抗ＶＥＧＦポリクローナル抗体のＩgＧ画分を得
た。
【００１５】（２）抗ＶＥＧＦポリクローナル抗体の酵
素標識
ＩgＧ画分の一部をペプシンで消化してＦ(ab’)２を調
製後、ヒンジ法によりペルオキシダーゼ（西洋わさび）
と結合させ、ペルオキシダーゼ標識したウサギ抗ＶＥＧ
Ｆポリクローナル抗体を得た。
【００１６】（３）血清中ＶＥＧＦ濃度の測定方法
血清中ＶＥＧＦ濃度を以下に示すように、酵素免疫測定
法により測定した。抗ＶＥＧＦポリクローナル抗体(５
μg／ｍｌ)を １００μl／ｗｅｌｌずつ９６穴プレート
にまき、４℃で一晩放置した後、０.１％ウシ血清アル
ブミン（ＢＳＡ）、ＰＢＳで４回洗浄した。１％ＢＳ
Ａ、０.１Ｍ塩化ナトリウム、０.１％アジ化ナトリウ
ム、０.１Ｍ炭酸ナトリウム緩衝液pＨ６.５でブロッキ
ング（３７℃で４時間）した後、１％ＢＳＡ、０.４％
ゲラチン、１mＭ塩化マグネシウム、２０ｍＭエチレン
ジアミン四酢酸ナトリウム、０.１Ｍ塩化ナトリウム、
０.１％アジ化ナトリウムを含む５０ｍＭリン酸ナトリ
ウム緩衝液pＨ７.０（検体希釈液）で３希釈した血清あ
るいは同検体希釈液に溶解した標準ＶＥＧＦを入れ室温
で１時間放置した。０.１％ＢＳＡ、ＰＢＳで６回洗浄
後、ペルオキシダーゼ標識抗ＶＥＧＦポリクローナル抗
体を１００μl／ｗｅｌｌずつ入れ室温で１時間反応さ
せた。再度、０.１％ＢＳＡ、ＰＢＳで８回洗浄後、０.
１２５％（ｗ／ｖ）オルトフェニレンジアミン、０.０
１５％過酸化水素、０.２Ｍトリス（ヒドロキシメチル
（アミノメタン）-クエン酸緩衝液(pＨ５.２）を１００
μl／ｗｅｌｌずつ入れ、室温で３０分間反応させた。
２Ｎ硫酸を１００μl／ｗｅｌｌ ずつ入れ、反応を停止*
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*させた後、６５０ｎｍの吸光度に対する４９０ｎｍの吸
光度をプレートリーダー（M-Vmax, Molecular Devices
社製）で測定した。
【００１７】（４）ＳＣＴ患者におけるＶＯＤ合併患者
とＶＯＤ非合併患者の血清中ＶＥＧＦ濃度を、上記の方
法で測定した健常人２０例、ＳＣＴ患者におけるＶＯＤ
合併患者６例とＶＯＤ非合併患者４０例の血清中ＥＧＦ
濃度を図１に示した。それぞれの症例における平均値お
よび標準偏差は、健常人で、それぞれ、５２．６ｐｇ／
ｍｌ、１４．８ｐｇ／ｍｌ、ＶＯＤ合併患者では、それ
ぞれ、７７２．１ｐｇ／ｍｌ、１２１３．９ｐｇ／ｍ
ｌ、ＶＯＤ非合併患者では、それぞれ、１２．７ｐｇ／
ｍｌ、４２．６ｐｇ／ｍｌであり、ＶＯＤ合併患者にお
ける血清中ＶＥＧＦ濃度は、健常人およびＶＯＤ非合併
患者に比べ有意（ｐ＜０．００１）に高値を示した。
【００１８】（５）ＳＣＴ後のＶＯＤ合併患者６例の血
清中ＶＥＧＦ測定結果
上記の方法で測定したＳＣＴにおけるＶＯＤ患者６例の
臨床経過と血清中ＶＥＧＦ濃度の推移を図２～７に示
す。ＳＣＴ患者６例の全てにおいて、ＳＣＴ後のＶＥＧ
Ｆ濃度が有意に高値となった。また、ＳＣＴ後において
はＶＯＤの臨床経過（腹水貯留；ａｓｃｉｔｅｓ、黄
疸；ｊａｕｎｄｉｃｅ）と一致してＶＥＧＦ濃度が高値
となった。
【００１９】以上の結果から、ＳＣＴにおいて、以下の
結果が示された。
(1)血清中のＶＥＧＦ濃度は移植前のＶＯＤの発症予測
に使用できる。
(2)血清中のＶＥＧＦは移植後のＶＯＤの診断および治
療の臨床的マーカーとなる。
(1)抗体などによりＶＥＧＦの量を抑制することにより
移植後のＶＯＤ治療薬となる。
【００２０】
【発明の効果】本発明によれば、ヒト血清中のＶＥＧＦ
濃度を測定することにより、造血幹細胞移植後の肝中心
静脈閉塞症を予測することが可能であり、本発明は臨床
診断や治療法を決定するための検査方法として有用であ
る。
【図面の簡単な説明】
【図１】健常人および造血幹細胞移植後の患者の血清中
ＶＥＧＦ濃度を示す。
【図２】造血幹細胞移植後の肝中心静脈閉塞症患者の臨
床経過と血清中ＶＥＧＦ濃度の推移を示す。
【図３】造血幹細胞移植後の肝中心静脈閉塞症患者の臨
床経過と血清中ＶＥＧＦ濃度の推移を示す。
【図４】造血幹細胞移植後の肝中心静脈閉塞症患者の臨
床経過と血清中ＶＥＧＦ濃度の推移を示す。
【図５】造血幹細胞移植後の肝中心静脈閉塞症患者の臨
床経過と血清中ＶＥＧＦ濃度の推移を示す。
【図６】造血幹細胞移植後の肝中心静脈閉塞症患者の臨
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床経過と血清中ＶＥＧＦ濃度の推移を示す。
【図７】造血幹細胞移植後の肝中心静脈閉塞症患者の臨*
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*床経過と血清中ＶＥＧＦ濃度の推移を示す。

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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