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慢性腎不全 に お け る成長障害 : 成長 ホ ル モ ン
ー

イ ン ス リ ソ 様

成長 因 子 系 の 異常 に 関す る 研 究

金沢大学医学部小児科学 講座 (主 任 : 谷 口 昂教授)

住 田 亮

(平成 4 年2 月 4 日受 付)

慢性 腎不 全( c h r o ni c r e n al f ail u r e ,
C R F ) 患児に お ける成 長障害 ほ臨床上 の 大きな 問題点 で ある .

こ の 原因の
一

つ と して

近年 , 成長 ホ ル モ ン ( g r o w th h o r m o n e
,
G H) イ ン ス リ ン 様成長因子 (i n s uli n-1ik e g r o w th f a c t o r

,
I G F) 系の 異常 , 掛 こ IG F 結

合蛋白 (I G F - b i n d i n g p r o t ei n
,
I G FT B P ) の 変化が 注 目 され て い る が そ の 詳細 は未だ 明確 で は な い . 本研究で は 腎不 全患 児の 血

清 , 赤血 球 お よ び80 % 腎摘除する こ と で 作製 した 腎不 全 モ デ ル ラ ッ トを用 い て腎不 全時 の G H
,
I G F

, 特 に I G トⅠを め ぐる諸問

題に つ い て 検討を 加え た . ヒ トに おけ る検討 で は C R F 患 児の G H 基礎償お よび I G F一Ⅰ値 は 軽度増 加 して い た が I G FTI の 受容

体 に 対す る親和性ほ 低下 して い た . 文
一 培養 ヒ ト 線維芽細胞 の 培 養液中 に C R F 血清 を添加す る こ と に よ っ て細胞 の 増殖能, 蛋

白合成能 ほ有意 に 抑制 され I G F-Ⅰ の 生物学的活性の 低下が 示 唆さ れ た . 患児血 中IG F-B P は 有意に 増 加 して お り
, 従来の 説と

異 なり低分子量 の IG F -B P の み な らず高分子量 の も の ま で 全般的な増加を 示 した . 赤血 球I G F -Ⅰ受容体に は著変 を認め なか っ

た . ラ ッ ト に おけ る検討 で も C R F で は成 長障害が 認め られ ,
ヒ ト同様 I G F - B P の 増加 ,

G H 結合蛋白 ( G H b i n d i n g pr ot ei n
,

G H B P ) 及 び肝 G H 受容体の 低下が認 め られ た が I G F-Ⅰ 受容 体 ,
G H 投 与 に よ る I G F-Ⅰ 産 生能 に は 異 常を 認め な か っ た .

C R F ラ ッ トに 対 し G H 投与を 行う こ と で成長障害 の 程度は 軽減 した . こ れ ほ IG F- B P ほ変化せ ず IG トⅠ が 増加 した た め遊離

I G F-Ⅰ が 増加 した こ とに よ るも の と推察 され た . 以上 の こ と か ら C R F に 伴 う成 長障害 で ほ G H 分泌 , G H 受容 体 , I G F 産

生
,
I G F 受容体 に 大きな 異常 は認め られな か っ た が I G F- B P が 有意 に 増加 して お り こ れ が IG F の 生物 学 的惰性 低下 を惹起

し
,
ひ い て は 成長障害の 一 国と な る可 能性 が考 え られた . 又 ,

C R F の 成長障害に 対す る G H 治療 ほ有効 な手段 と 考え られ , 今

後広く臨床応用 され るもの と思わ れ る .

K e y w o r d s c h r o n ic r e n a l f ailu r e
, g r O W t h r e t a rd a ti o n

,
i n s u li n -1ik e g r o w t h f a ct o r (I G F) ,

I G F - bi n di n g p r o t ei n
, g r O W t h h o r m o n e

慢性腎不 全 ( c h r o n i c r e n al f ail u r e
,
C R F ) 患児 に おけ る成長障

害は 臨床上 の 大きな 問題点 の 一

つ で あり ,
こ の 原 因と して 慢性

的な 低栄養, 代謝障害や 繰 り返す感染等が 挙げ ら れ て い る
l)

が

い まだ 明確な もの で は な い . 近年 こ の 成長障害 の 成 因の
一

つ と

して 成長ホ ル モ ン (g r o w th h o r m o n e ▲ G H) イ ン ス リ ン 様成長 因

子 (i n s uLi n-1ik e g r o w th f a c t o r ,
I G F ) 系の 異常 が 指摘 され

2)

特に

I G F 結合蛋 白 (I G F bi n d i n g p r o t ei n
,
I G F- B P) の 変化が 注目 さ

れ て い る
3)

.

I G F に ほ IG F ｣ と I G F, Ⅲ の 2 種煩ある こ と が知 られ て お

り
4)5)

こ の う ち 成 長 に 大きく 関与す る の は I G F- Ⅰ で あ る
6)

.

I G F- 1 ほ 以前ほ ソ マ トメ ジ ンーC (s o m a t o m e di n- C ,
S M - C) と呼

ばれて い た分 子 量764 9 の 塩基性 ポ リ ペ プ チ ド
5)T)

で 軟骨細胞 に お

い て D N A , R N A の 合成を 促進 し骨の 成長 を もた らす他 に 蛋白

合成促 進作用 ,
ごく軽度 の 血 糖降下作用(イ ン ス リ ソ 様作用) を

有す る
7)

. 多くの ペ プ チ ドホ ル モ ン と同様に I G F もそ の 多く ほ

結合蛋白 と結 合 して 血 液中に 存在 し∴遊離 型 の IG F は 数% と

A b b r e vi atio n s : B P
,
bin di n g p r o t ei n ; B S A

,
b o vi n e

され て い る
8)

. I G F-B P は現 在 B Pl か ら B P 4 まで の 4 種類が同

定され て お り
8 ト 18)

血 中の み な らず羊水, 脳脊髄液 , 各種細胞の

培養上 清中に 見い だ さ れ て い る
1 0)

. 血 液中 に も B Pl か ら B P 4

の 4 種類の I G トB P の 存在 が確 認され て い るが
,
血中イ ン ス リ

ン 量お よ び 血 糖値 に よ っ て 鋭 敏 に 増減 す る 分 子 量 25k D の

B P l と G H
,
I G F に よ っ て 制御 され 比較的ゆ るや か な変動を宣

す分子量 53 k D で 糖鎖を 有する B P 3 が 主 で あり ,
B P 2 および

B P 4 は ごく わ ずか で ある
別 ‖)

. 特に B P-3 ほ I G F お よび α
- サ

ブ ユ ニ
ッ ト と呼ばれ る分子 量 80k D 程度 の 蛋白 と高分子量複合

体(1 a r g e c o m pl e x) を 形成 し, 多くの IG F は こ の 形で 血中に存

在する
8) ～ 1 0)

. こ れ ら IG トB P の 役割 , 動態 は未 だ確た るもの で

は な い が通常 の ホ ル モ ン 結合蛋白 と異な り IG F の 働きを修飾

す る こ とや 年齢 , 種 々 の 疾患 , 栄養状態等に よ っ て 変動するこ

とが 知 られ て い る
g)10)

.

本研究 で ほ C R F の 成長障害の 成因の 一

つ と して G H-I G F 系

の 異常が あ るの で は な い か と考 え , 腎不 全 患児お よ び腎不全モ

s e r u m alb u mi n ; B U N
,
bl o o d u r e a n it r o g e n ; B W

,
bod y

w eig h t ; C p m
,

C O u n t p e r m i n u t e ; C r
,

C r e a ti ni n e ; C R F
,

C h r o nic r e n al f ailu r e ; D M S O
,
di m e th yl s ulf o xid e ; D SS ･

dis u c ci ni m id yl s u b e r a t e ; E n d o - F
,

e n d o g ly c o s y d a s e
- F ; F C S

,
f et al c alf s e r u m ; G H , g r O W t h h o r m o n e ; G H B P ･

G H bi n di n g p r ot ein ; h IG F
,
h u m a n I G F ;

3

H - T d R
,

3

H t ritiat e d - t h y m id in e ; I C 50 ,
i n hibit o ry c o n c e n t r ati o n of 50 % ;



腎不 全 に おけ る G H一I G F 系の 異常 に 関する研究

デルラ ッ トを 用 い て I G F- B P の 異常 を 中心 に 検討 した ･

対象お よび 方法

Ⅰ . 対 象

1 . 腎不全患児

本研究で 検討 した の は1 98 9年10月 か ら199 0年10 月 の 間に 金沢

大学医学部附属病院小児科及び関連施設に 通院ま た は入 院 して

いた C RF 患児 7 人で詳細 を表1 に 示 す . 年齢は 6 歳か ら18 歳

で男子2 人 女子 5 人で あ っ た ･ 身長は 症例1 が発症後約1 0 ヶ

月と日 が浅い た め正 常域に ある 他は い ずれ も ー

2 ･ 5 か ら
-

3 ･ 9

S D と著明な 低身長 で あ っ た . ま た 血 清尿 素窒 素 (bl o o d u r e a

nitr o g e n
,
B U N) ,

ク レ ア チ ニ ン ( c r e a ti ni n e
,

C r) は そ れ ぞ れ

88 .8 土5 9 . 7 m g/ d l
,
1 0 . 1 ±6 . 5 m g/ dl と 著増 して い た . ま た

IG F-Ⅰ 値は1 .5 ±0 . 7 4 U/ m l , G H 基礎値ほ 9 . 9 7 ±10 . 2 n g/ m I と

いずれも正常な い し軽度増加 して い た . 4 例は 血液 また は腹膜

透析施行中で ある .

正常対照と して成長障害及び腎障害の 無い 28 例の 同年齢児の

血液を用い た . 任意の 時間に 採血 し血 清 ,
血 柴は測定 ま での 間

-

20 ℃ で保存 した .

2 . 腎不全 ラ ッ ト

生後5 週前後の ウイ ス タ ー 系雄 ラ ッ トを 用 い
, 以下 の プ ロ ト

コ
ー ル に 従 っ て 腎不 全 ラ ッ トを作製 した . 麻酔ほ ネソ ブタ ー ル

㊥

20 m g/ k g を腹腔 内投与 し
, 腹膜外到達法で 可 及 的 に 開腹 せ ぬ

ように 右腎を 周 囲か ら剥離 し腎動静脈 , 尿管を結 集,
切離 し右

腎を摘出 した . 7 日後 に 右腎と 同様な 手技で 左腎に 到達 し腎孟

T a bl e l . Cli ni c al fi n di n g s of C R F p a ti e n t s

3 3 1

の 穿破 に 留意 し つ つ
,

上 下極をそ れ ぞれ 1 / 3 ず つ 切除 L た 上

で 腎を 元の 位置に 還納 し閉創 した . こ の 操作 に よ っ て 約80 % の

腎亜全摘が な され た こ と に な り
,

こ の 群 を 腎不 全 群と した .

又 , 同様 の 日程お よ び方法に て 腎周 囲の 剥離 まで 行い
, 腎を 温

存 した もの を 対照群 と した . 腎不 全群 を さ ら に 2 群 に 分け 1 群

に は術後 1 週 目か ら 6 週間に わ た っ て遺伝子覿替え ヒ ト成長ホ

ル モ ン (r e c o m b i n a n t h u m a n G H
,
r h G H (住友製薬 ∴大阪よ り供

与)) 0 . 8 単位皮下注を 週5 日間行い G H 投与群 と した . 腎不 全

群,
G H 投与群共 に 7 日 ご とに 体重お よび 鼻

一 尾長を 測定 し 8

週間後 ネ ソ ブ タ ー ル
㊥

麻酔下 に 開腹 し下 大静脈よ り採血 し併せ

て 肝 , 腎お よび 脛骨 も摘出 した . 血 液は 血清分離後測定 まで の

間 -

2 0 ℃ で 保存 し
,

また 肝
, 腎ほ以下に 述 べ る方法でそ れ ぞれ

実験に 供 し, 脛骨は ホ ル マ リ ン 固定後 ∴ 顕微鏡標本を作製 し成

長軟骨 の 評価を 行 っ た .

Ⅰ . 方 法

1 . 患者血清I G F- Ⅰ の H P L C に よ る 分離お よ び ラ ッ ト血 中

I G ト Ⅰ 値の 定量

内国性 IG F- Ⅰ の 分子 量別の 量 を 検討す る た め に 愚老 血 清

10 0 FL l を 以下 の 条 件下 に ゲ ル 濾 過 し た . H P L C シ ス テ ム

( P h a r m a ci a
,
U p p s ala

,
ス ウ ェ

ー

デ ン) ほ カ ラ ム
,

S u p e r o s e
⑳

1 2 H R l O/ 3 0 (P h a r m a ci a) ; 移 動 相 ,
5 0 m M 燐 酸 緩 衝 液 (1 5 0

m M N a C l
, 0 .0 2 % N a N 3 , p H 7 . 4) ; 流速 ,

0 . 5 m l/ mi n ; で 行 い

7 . 5 ～ 1 7 . 5 m l に か けて 2 m I ごと の 分画を 採取 しそ れ ぞれ 凍結乾

燥 した . それ ぞれ を 50 m M 燐酸緩衝液 (p H 7 . 4) 2 00 FL l に 再 溶

解 した 後 D a u g h a d a y ら
12)

の 方法に 従 っ て酸 - エ タ ノ ー ル 抽 出

A g e S e x H eigh t (S D) B U N ( m g/ dl) C r ( m g/ dl) I G F -Ⅰ Ⅳ/ m l) G H ( n g/ m l) D i aly s I S

6 y F l 1 9 . O c m

( + 0 . 7 S D )

5 7 6 . 0 1 . 1 6 2 6 .8 9 +

1 2 y F 1 2 4 . O c m

( -

3 . 9 S D )

1 1 7 1 1 . 2 1 . 1 8 2 . 64 +

1 3 y F 1 3 5 . 5 c m

(
-

3 . 3 S D )

3 9 2 . 9 > 2 . 9 1 5 . 95

1 6 y F 1 4 3 . O c m

( - 2 . 8 S D )

3 4 2 . 0

1 8 y F 1 3 8 . 7 c m

( -

3 . 8 S D )

7 8 1 1 . 4 1 . 6 8 0 .9 5 +

1 6 y M 1 5 3 . O c 皿

( - 2 . 8 S D )

1 4 1 2 0 . 1 0 . 7 9 1 1 .1 9

1 8 y M 1 5 6 . O c m

(
-

2 . 5 S D )

1 5 6 1 9 . 2 1 . 2 6 2 .2 1 +

m e a n ±S D ( - 2 . 6 ±1 . 7 S D ) 88 .8 士5 9 . 7 1 0 .1 士6 .5 1 . 5 土0 . 7 4 9 . 9 7 士1 0 . 2

C R F
I C h r o ni c r e n al f ail u r e ; B U N

,
bl o o d u r e a n itr o g e n ; C r ,

C r e ati n i n e ; I G F - Ⅰ
, i n s ul i n

-1i k e g r o w th
f a c t o r

- Ⅰ; G H
, g r O W th h o r m o n e (b a s al l e v el s) .

IG F
･
i n s u li n -1ik e g r o w t h f a c t o r ; 2 - M E

,
2 - m e r C a p t O e t h a n ol ; N T L

,
n O S e t ail le n g t h ; P A G E

, p Oly
- a C ryl a m id e g el

el e ct r o p h o r e sis ; r h G H
,
r e C O m bin a n t h u m a n G H ; RI A

】
r a dioi m m u n o a s s a y ; R R A

, r a dio -

r e C e p t O r a S S a y ; S D S
,

SOdi u m d od e c yl s ulf at e ; S M - C
,

S O m at O m e din
- C ; T - B P

,
t Ot al I G F - B P ; U - B P

,
u n S at u r a t e d I G F - B P ;
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し
, 市販 の I G F- Ⅰ (S M- C) ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (r a di o-i m -

m u n o a s s a y ,
R I A ) キ ッ ト(栄研化学, 東京) を 用 い て I G F- Ⅰ を

定量 した .

また ラ ッ ト血 中 の I G F- Ⅰ は 血 清 200 /J I を 同様 に 酸 - エ タ

ノ ー ル 抽 出 し
,

キ ッ トを 用 い て 定量 した .

2 . ヒ ト胎盤を 用 い た I G F - Ⅰ の ラ ジオ レ セ プ タ
ー

ア ッ セ イ

(r a di o-r e C e P t O r a S S a y , R R A )

C u at r e c a s a s の 方法
一3) に 従 っ て作 製 し

, 蛋白量を 4 m g/ d l に

調整 した ヒ ト胎盤膜 分画を 用い て C R F 患児血 清中の IG F,l の

R R A を 行 っ た . 膜 分画 溶液 1 00 FL l ,

1 2 5
Ⅰ-I G F- Ⅰ ( A m e r s h a m

J a p a n
, 東 京) (以 下標識 I G F- Ⅰ) 5 0 p l (1 5 n g) に ヒ ト IG F- I

(h u m a n I G F- Ⅰ , hl G Fr I) (藤沢 製薬 ,
大阪 よ り供 与) を 1 0 0 0

n g/ 1 0 0 FL l か ら 0 . 0 1 n g/ 1 0 0 FE l ま で緩 衝液 (50 m M t ri s
- H C l

,

0 . 5 % b o vi n e s e r u m alb u m in
, ( B S A) (f r a c ti o n V

,
S ig m a

,
S t

L o ui s
,
米国) p H 7 . 4) で 段階的に 希釈 した もの を各 々 10 0 jJ l お

よ び緩衝液 250 /∠l を 加え 4 ℃
,
1 8 時 間イ ン キ エ

ペ - ト L た . 更

に 緩衝液 を 1 m l 加 えた後150 0 0 回 転で10 分間遠心 し上 清を 吸引

し た 後 沈 渡 の 放 射 活性 を オ ー ト ウ ニ ル ガ ン マ カ ウ ン タ
ー

A R Cr6 0 0 ( ア ロ カ
, 東京) で測定 し胎盤膜分画 に 対す る IG F - Ⅰ

の 標準解離曲線 を 作製 した .
つ い で 同様 の 実験系 で hI G F- Ⅰ の

代わ り に C R F 患 児お よび 正 常対照の 血 清を 5
,
1 0

,
2 0 倍 し た

も の を 100 / Jl 加え , 同様に イ ン キ ェ
ベ ー ト及 び測 定を 行い

上 棟

準解離 曲線か ら I G F - Ⅰ 量 を算出 した .

3 . ヒ ト赤血 球上 I G F- Ⅰ 受容体の 定量

C R F 患児及び 対照群の 赤血 球を 分離 し
,
生理 食塩水 で 3 . 0 ×

1 0
9

/ m l の 濃度 に 調整 した後 M o r ri s らの 方法
l
町に 従 っ て 赤血 球

浮遊液 400 〃l
, 標識 IG F-Ⅰ 50 JL l (1 5 n g) お よ び 0 . 2 ～ 1 0 0 0 n g/

1 0 0 〃1 の 濃度 に 段階的に 希釈 した hI G F- Ⅰ を そ れぞれ 50 〟1 加

え 4 ℃
,
1 8 時間イ ン キ エ

ペ ー ト し
, 遠心後沈瞳 の 放射悟性 を ガ

ン マ カ ウ ン タ ー で 測定 した . 総放射活性に 対す る 特異結 合率 で

結合能を 表 し
, 赤血 球に 対す るI G トⅠ の 解離 曲線 を作 製 した .

4 . ラ ッ ト肝 , 腎に お ける I G F-Ⅰ
,
G H 受 容体 の 定 量

C R F に お ける肝 , 腎の I G F , G H 受容体結 合能の 変化を 評価

す るた め に ラ ッ ト肝 , 腎を摘出後 Ig a r a s hi ら の 方法
1 5)

に 従 っ て

速 やか に 各 々 の 膜分画溶液 (蛋白濃度 4 m g/ m l) を 調整 し方 法

2 . と 同様 な手技 で I G F- Ⅰ
,
G H の 各膜分 酎 こ対す る解離曲線

を 作製 した . 結 合率 ほ総放 射活 性 に 対す る 特異結 合 率 で 表 し

た .

5 . 非飽和 IG F 結合蛋白量( u h s a t u r a t e d I G Fq B P
,
u B P) の

測定

P o w ell ら
16)

の チ ャ コ
ー ル 沈澱法を

一 部 改変 して 行 っ た . 血

清 100 FL l に 緩衝 液 (50 m M tri s- H Cl
, 0 . 5 % B S A

, p H 7 . 4 ) 3 5 0

〟1 お よ び標識 I G F-Ⅰ50 両 (1 5 n g) を 加え 4 ℃
,
1 8 時間イ ン キ エ

ペ -

ト した . イ ン キ ュ
ベ ー

シ ョ ン 後先述 した 緩衝液 に 1 % 活性

炭を 加えた もの を I m l 加え混和後 さ ら に1 5 分間 静置 し 4 ℃ ,

2 5 0 0 回 転で15 分間遠心 ,
上 滞I m l 中の 放射活性を ガ ン マ カ ウ ン

タ ー で 測定 した . I G F 特異結合能は個 々 の 検体 の 総放射活性か

ら血 清の か わ りに 緩衝液を 加え た 検体 の 放射活性 を差 し引 い て

求め た . 又 ∴結合蛋白量は ヒ ト検体に つ い て ほ健康成 人男子 8

人 (平均年齢30 歳) よ り痍取 した 血 清よ り作 製 した プ ー ル 血 清

を
,

ラ ッ 一 枚体に つ い て ほ体重 250 ～ 3 0 0 g の ウ イ ス タ
ー 系雄

ラ ッ ト 5 匹か ら採取 した 血清 よ り作製 した プ
ー ル 血清の 結合 蛋

白畳を そ れぞれ100 % と して表 示 した .

6 . 総 I G F 結合蛋白量 (t ot al I G F - B P
.
T - B P ) の 測定

内因性の I G F を除 去 し異な っ た結合蛋白相互 の 結合を解離

す るた め に 血 清200 〃Ⅰを以下 の 条件で 酸性下 に ゲ ル 堵過した .

H P L C シ ス テ ム (P h a r m a ci a) ほ カ ラ ム を S u p e r o s e
㊥
1 2 = Rl O/

3 0 (P h a r m a cia) , 移 動相 を 1 N 酢酸 ,
0 ･ 1 5 M N a Cl

, 0 . 0 2 %

N a N 3
, 流 速 を 0 ･ 5 m l/ m i n と し

,
1 0 ～ 2 0 m l の 分画を採取し

50 m M tris - H C l p H 7 ･ 4 に 対 して 24 時間透析 したもの を凍結乾燥

した後 ∴麟酸緩衝液(50 m M P O 4 ,
1 5 0 m M N a Cl

, p H 7 . 4) 1 m l に

再溶解 し検体 と した . 結合蛋白測定 ほ U-B P 測 定同様チ ャ コ ー

ル 沈澱 法を 用い て行 っ た ･ 結合蛋白量は ヒ ト
,

ラ ッ ト共に酸性

下に ゲ ル 濾過 した プ
ー ル 血 清 中の 結合蛋白量を10 0 % と して表

示 した .

7 ･
U- B P ,

T - B P の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電 気泳動 (p oly a c ry
･

1 a m id e g el el e c tr o p h o r e si s
,
P A G E )

W ilki n s ら の 方法
IT)

を
一 部改変 して 行 っ た . U - B P は血清10

jL l に 5 0 m M 燐酸緩衝液 p H 7 . 4 を 8 0 FL l
, 標識 IG FTl l O FLl

(1 0 0 n g) を
,
又

,
T - B P ほ T-B P 量測定と 同様 の 方法で 作製した

検体20 ノノ1 に 燐酸緩衝液7 0 /`1
, 標識 IG ト I 1 0ノノ1 をそれぞれ加

え 4 ℃ で18 時 間イ ン キ ュ
べ -

ト した 後 ,
ジ メ チ ル ス ル ホ キシド

(di m e t h yl s u lf o x id e
,
D M S O) に 溶解 した 20 m M ジサ ク シ ニ ミ

デ ィ ル ス プ レ ー ト (d is u c ci n i m id yl s u b e r a t e
,
D S S) を 5 FL l 加え

室温に1 0 分間放置す る こ と で 化学的架橋を 行 っ た . 次い でサ ン

プ ル 用緩 衝液 (1 2 5 m M tri s
,

4 % ド デ シ ル 硫 酸 ナ トリ ウ ム

(s o di u m d o d e c yl s u lf a t e , S D S ) , 2 0 % グ リ セ リ ソ
,
1 . 4 M 2-メル

カ プ ト ニ ク ノ ー ル (2L m e r C a p t O e th a n ol
,
2- M E ) , p H 6 .8) 25 FLl を

加 えた 後数 分間煮沸 し4 % 粗孔 ゲル お よ び濃度勾配7 ～ 15 % の

細孔 ゲ ル を 用 い
, 以下 の 条件で P A G E を行 っ た . 検体量ほ25

〟1
, 通電量は 定常流で 2 0 m A

, 通電時間は 約 2 時 間, 泳動用緩

衝液 に は 50 m M tri s
▲
1 . 4 4 % グ リ シ ソ

,
1 % S D S

, p H 8 .3 を用

い た . 泳動 終了後ゲ ル を乾燥 しⅩ線 フ ィ ル ム (F uji X-r a y film

R X , 富士 写真 フ イ ル ム
, 神奈川) と カ セ ッ ト 内で 5 ～ 7 日間密

着露光する こ とに よ っ て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー を行 っ た . 分

子 量 ほ 6 種 類 の 蛋 白 か ら 成 る 分 子 量 マ ー カ
ー

( Bi o-R ad
,

R ic h m o n d
, 米国) の 泳動 パ タ ー ン か ら算 出 した .

一 部の 検体で

ほ バ イ オイ メ ー

ジ ア ナ ラ イ ザ ー

B A l O O (富士 写真フ イ ル ム) を

用 い て 各分 画の 定量 を行 っ た . 又
,
B P- 3 の 糖鎖 を 切断するた

め に 血 清 10 F Ll に エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼーF ( e n d o gly c o syd a se･

F , (E n d o- F) ,
S ig m a) 1 8 0 m U

,
0 . 0 2 N 塩酸20 FL l を加え37 ℃で4

時間 イ ン キ エ
ペ ー ト し

18)
さ ら に 1 0 0 m M 燐 酸緩 衝液 20 両

50 m M 燐酸 緩衝 液1 0 p l
, 標識 IG F-1 1 0 FL l を 加え同様にイ ン

キ ュ
ベ ー ト した 検体もqP A G E に 供 した .

8 . u B P の H P L C に よ る分画

患 者 血 清 10 0 〃1 に 緩 衝 液 (50 m M 燐酸 緩衝 液 ,
15 0 m れヰ

N a Cl , 0 . 0 2 % N a N 3
, p H 7 . 4) 2 0 0 FL l

, 標 識 IG F- 1 1 0 直

(1 00 n g) を 加え 4 ℃ で
⊥
晩イ ン キ ュ

べ - ト し こ の うち20 伸1 を

H P L C で ゲル 濾 過( カ ラ ム
,
S u p e r o s e

㊨
1 2 H R l O/ 30 ; 移動札

先述 の 緩衝液 と 同覿成; 流速 ,
0 . 5 m l/ m in ),

10 ～ 40 血 の間を

1 m l の 分画 で 採取 し各々 の 放射活性を ガ ン マ カ ウ ン タ ー で測定

した .

9 .
T - B P の 分画と定量

T
- B P 畳 測定と 同様な方法 で酸性下に 血清 を ゲ ル 濾過し

一 分

画 2 m l ず つ を 採取 , 碑結乾煉後 50 m M 麟酸緩衝液 p H7 ･4 200

〃1 に再溶解 し各 々 の T - B P 量を チ ャ
コ ー ル 沈澱法を用いて測

ノ定 した .

1 0 , ヒ ト線維芽細胞に 対す る C R F 患者血 清処理
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継代正常 ヒ ト線椎芽細胞 ( 4 ～ 6 代) を 5 % 非 働化 ウ シ 胎児

血清(f et al c alf s e r u m
,
F C S (F l o w L a b o r at o rie s

,
M c L e a n , 米

国)) ,
0 .3 m g/ m l L- グ ル タ ミ ン を含む イ ー グル M E M 培養液( 日

水製薬, 東京) に 浮遊 し
一 穴 あた り 2 ×1 0

4
の 細胞 を 6 穴平底培

養プ レ
ー ト (N o ･ 3 0 4 6

,
F al c o n

,
B e c t o n D i c k i n s o n L a b w a r e

,

0 Ⅹn a 札 米国) に 2 m l ず つ 分任 し炭酸 ガ ス 培 養器 (37 ℃, 5 %

C O z) に て24 時間培養 し
, 培養液に 種々 の 濃度 で 無処理 ,

お よ び

50 m M 燐酸緩衝液 p H 7 . 4 に 対 して 24 時間透析 した C R F 患者,

対照群の 血清を 加え更 に24 時間培養 し培養上 清中の I G F-B P を

U
- B P 同様 チ ャ

コ ー ル 沈澱法を用 い て 測定 した . I G F, B P 量 は

総放射活性に 対する特異結合率で 表 した . 又 , 同様 の 培養液に

細胞を 4 ×1 0ソm l の 濃度 で 浮遊 し
一

穴あた り200 /∠1 を96 穴平底

マ イ ク ロ タ イ タ
ー

プ レ
ー

ト ( N o .2 5 8 6 0 , C o r n i n g G l a s s W o r k s
,

N Y
, 米国) に 分 注 し

, 2 4 時 間後 種 々 の 濃 度 で 血 清 お よ び

T ･ B P 測定と同様の 手技 で 作製 した分画血 清を 含ん だ培養液 と

4 3 2 5 (k D)

1 1

(

】

応

召
l

-

0

ポ
)

L
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U
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4 0

2 0

5 6 7 8 9

F r a ct i o n N o .

Fig ･ 1 . H P L C el u ti o n p a tte r n s of e n d o g e n o u s I G F.I . D a t a

ar e p r e s e n t e d a s m e a n ±S D . [ ユ c o n t r ol ( n = 5) ; 臆 ,
C R F

P atie n t s ( n = 5) ; * ,
P < 0 . 05 .
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F i g ･ 2 ･ R R A of e n d o g e n o u s I G F-I u si n g h u m a n pl a c e n t al

I G F r e c e p t o r ･ E n d o g e n o u s I G F-I c o n c e n t r ati o n w a s 6 0 n g/
t u b e i n c o n tr ol a n d 20 n g/ t u b e i n C R F , □,

di s pl a c e m e n t

Of I G FTI t r a c e r s b y i n c r e a si n g c o n c e n t r a ti o n s o f u nl a b el e d

I G F-I ; ○,
I G F-I R R A a c ti v itie s of e a c h dil u ti o n s i n s e r u m

O f c o n tr ol ; ◎ ,
S e r a Of C R F p a ti e n t s .
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p r e s e n t e d a s m e a n 士S D . M a x i m u m b o u n d v al u e of

C O n t rOl a n d C R F p ati e n t s w e r e l O O % a n d 98 . 2 % r e s p e c ti v-
ely ･ I C 50 W e r e 2 . 9 n g/ t u b e f o r c o n tr ol a n d 6 . 8 n g/ t u b e f o r

C R F p ati e n t s . 0 ,
e r yt h r o c yt e s L r o m n o r m al m ale a d ult s

( n
= 4) ; ◎, e r yth r o c y t e s f r o m C R F p a ti e n t s ( n

= 4) .

D i al y z:e d S e r u m C o n c e n t r at i o n ( % )

Fig ･4 ･ E ff e c t of n a ti v e (1 ef t) a n d d i aly z e d (rig h t) s e r u m o n I G F - B P p r od u c ti o n s in c ult u r e d h u m a n fib r o bl a s t s . E a c h v al u e i s

p r e s e n t e d 乙S m e a n ±S D . □,
m e di u m c o n t ai ni n g s e r a f r o m c o n t r ol ( n = 4) ; 闇 ,

m e d i u m c o n t ai n in g s e r a f r o m C R F p ati e n t s

(n = 4) ･ ★★,
P < 0 . 0 1 ; 九 P < 0 . 0 5 .
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交換 し更に
3
H す ミ ジ ン (

3
H-triti a t ed-th y m id i n e

,

3
H - T d R) を 50

〃1 (20 0 0 0 0 c p m ) 加え24 時間後に ハ ー ベ ス ト し線維 芽細 胞中 へ

の
3
H- T d R の 取 り込み を 液体 シ ン チ レ ー

シ ョ ン カ ウ ン タ
ー

を用

い て測定 し
, 個 々 の 放射活性 ( c o u n t p e r m i n u t e

,
C p m ) で 表示

した .

(
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O
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ゝ
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;
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0 . 5 1 2 5

S e r u m C o n c e nt r at i o n ( % )

1 1 . ラ ッ ト血 中 G H 結合蛋白 ( G H bi n di n g p r o t ei n , G H B P)

量の 測定

五 十嵐 ら
19) の 免疫沈降法 に よ っ て C R F , G H 投与お よび対患

ラ ッ ト の G H B P 量を 測定 した . G H B P 量膵 総放射活性に対す

る結合率で表 した .
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,
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T ･ B P ) . ★ ★, P < 0 . 0 1 v s c o n t r ol ; ★ ,
P < 0 . 0 5 v s c o n tr ol ･



腎不 全に おけ る G H-I G F 弟 の 異常に 関す る研究

12 ∴統計学的処理

得られた 数値は 平均土標 準偏差 で 示 した . 2 群間の 平均値 の

差の 検定に は St u d e n t- t 検定を , 多群間の 平均値の 差の 検定

は
一

元配置分散分析後 S c h eff e また ほ D u n c a n の 多重比較法を

用い た .･ 危険率 5 % 以下を統計学的に 有意差 あり と判定 した .

成 績

Ⅰ . C R F 患児に お け る検討

1 . I G F-Ⅰ の 存在様式

内因性IG F, l の H P L C の 溶出 パ タ ー

ン を 図 l に 示す . 分画

ごとの IG F-Ⅰ 量を 各群の I G ト Ⅰ 全体 に 対す る割合で示 した .

分画数 が 少 な い た め 厳 密 な 評価 は 難 し い が C R F 群 で は

150 k D の い わ ゆ る高分子量複 合体の しめ る割合 が 多く ,
5 0 k D

前後の もの は対照と比較 して む しろ減少 してお り C R F 群に お

いて内因性 IG F-Ⅰ の 低 分子 領域 に お け る増 加 は 認め ら れ な

かっ た .

2 .
C R F 患者血清 中IG F- Ⅰ の 受容体結合能 お よび C R F 患

者に おける赤血 球表面 の I G F 受容体 の 評価

胎盤膜分酎 こ 対す る標識 I G ト Ⅰ の 標準解離曲線か ら求 め た

血清中の IG FL l 値 は 対照 が 60 n g/ t u b e で あ っ た の に 対 し

CR F 群で ほ 20 n g/ t u b e で あり RI A で 求め た IG F- Ⅰ 値 とほ 異

なり C RF 群で は 低下 して い た (図 2) .

3 3 5

そ こ で 赤血 球表面の IG F 受容体に 対す るI G F- I の 解離曲線

を 作製 し
, 受容体の 容 乱 親和性に つ い て 検討 した (図3 ) . 特

異結合能ほ対照群を10 蛸 と した 場合 ,
C R F 群ほ98 . 2 % ,

1 / 2

特異結合抑制濃度 (i n hibit o r y c o n c e n tr a ti o n of 50 %
, I C 5｡) で 表

され る受容体親和性 は 対照が 2 . 9 n g/ t u b e
,
C R F 群が 6 . 8 n g/

t u b e と受容体容 乱 親和性共両群の 間に 大き な差 は 認め ら れ

な か っ た .

3 ･ ヒ ト 線維芽細胞の I G F-B P 産生 お よび増殖分化に 対する

C R F 血 清の 影響

無処理 の 血 清を培養液中に 加え る こ とに よ っ て 図4 に 示 すよ

う に 対照群で は 血清濃度が 5 % まで は濃度依存性 に IG F -B P 産

生量が増加 し
, 最大24 . 6 ±8 . 7 % に 達 した の に 対 し ,

C R F 群の

最大I G F-B P 産生量は6 . 1 土3 . 3 % と C R F 血清添加に よ っ て 線

維芽細胞 の IG F-B P 産生ほ有意に 抑制 され た . 同様に 透析後の

血 清を添加 して も I G F-B P の 産生は 抑 制 され て い た (図 4
,

右) ･ 丸 血清を 加え る こ とに よ っ て線稚芽細胞 へ の
3

H - T d R 取

り込 み は血 清の 濃度依存性 に 促 進 され る が 対照群 と 比較 し て

C R F 群 で ほ0 ･5
,

1
,

2 % の 血 清濃度 で 有意に 低値で あり , 同

様 に 酸性下 に ゲ ル 濾過 した検体を添加 して も C R F 群 で は0 . 5
,

1
,

5 % の 各濃度 で
3
汁 T d R の 取り込み が 有意 に 抑制 されて い

た ( 図5) .

4 . I G F- B P 量 の 変化

Fig ･7 ･ S D S - P A G E of U - B P (1 ef t p a n e l) a n d T - B P (rig h t p a n el) c r o s s
-1i n k e d wi th

12 5

I -I G F -Ⅰ. 〔L ef t p a n el〕 A
, p O O l ed s e r u m f r o m

6 c hild r e n a g e d 5 -1 5 yr s ; B
, p O Ol e d s e r u m f r o m 8 a d ult m e n ( m e a n a g e 3 0 y r s) ; C

, P O Ol e d s e r u m f r o m a d ult in c u b a t e d wi th
e X c e s s u n l a b el ed I G F-I ; D a n d E

,
S e r a f r o m C R F p a ti e n t s . 〔Ri gh t p a n el〕 A

, p O Ol e d s e ru m f r o m a d ult m e n ; B
,
C a n d D

,

S e r a f r o m 3 C R F p ati e n t s .
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プ ー ル 血清 の I G FT B P 値を10 0 % と して 表す と C R F 患 児 の

U-B P 量は因 6 , 左に 示 すよう に 正 常な い し増加 して お りそ の

平均土標 準偏差は115 . 3 士1 5 . 0 % と 同年齢対照群28 例の1 0 0 ･ 4 ±

1 2 . 8 % と 比較 して 有意な 差を認め た .

一 方 丁一B P 量は 図 6
, 右

に 示 すよ うに 全例 で著明に 増加 して お り , 対照群 6 例 が101 ･ 2

±1 2 . 8 % で ある の に 対 し
,
21 0 . 0 土5 4 . 3 % と有意 の 差 を認め た .

個 々 の 症例の U-B P 値 ,
T- B P 値 と身長

,
B U N ,

C r
,
S M - C の 各

指標 の 間に ほ 有意な相関は 無か っ た .

5 . I G F- B P の P A G E に よ る分析

U-B P で ほ 過 剰 量 の IG F-Ⅰ を 加 え る こ と で 置 換 さ れ る

1 70 k D , 1 30 k D
,
5 0 k D

,
4 8 k D

,
4 2 ～ 45 k D

,
3 0 ～ 3 2 k D ,

2 5k D の 7 つ

の 分画 (標識 I G F一卜結合蛋白複合体) が認め られ 基本的に 対照

と C R F は 同 じ パ タ
ー

ン を 示 し た .
し か し C R F で ほ 特 に

42 ～ 4 5 k D の 分画が増強 して い た ( 図7 , 左) . 又 ,
5 0 k D

.
48 k D ,

4 2 ～ 4 5k D の 三 者は い ずれ も E n d o- F 処理 に て 30 k D 付近に 移

動 して お りこ れ ら ほ I G トB P 3 と推察 され た .

I G F や 他の 蛋 白等 と の 結合 が 無 い T-B P で は 48 ～ 5 0 k D
,

4 3 ～ 4 5 k D
,
3 0 k D

,
2 2 k D の 4 つ の 分画が認め られ C R F に お い て

前2 者の 増強が 明 らか で あ っ た ( 固7
, 右) .

6 . I G ト B P の 存在様式

C R F 症例 2 例に つ い て U-B P の 存在様式 に つ い て 検 討 した

Ⅴ 軍 門f
･5 (k D)

.0 1 0 2 0 3 0 4 0

Fr a ctio n H o .

F ig . 8 , H P L C el u ti o n p at te r n s of U- B P of n o r m al a d u lt s e r a

(○) a n d C R F p a ti e n t
'

s s e r a ( ○) . I n n o r m al s e r u m
,
th r e e

b ulk s of t h e r a d i o a c ti vi ty w e r e o b s e r v e d i n 1 5 0 k D
,
4 0 k D

a n d l O k D . I n 2 p a ti e n t s w ith C R F , t W O b u lk s w e r e

o b s e r v e d ; th e b ulk o f 1 5 0 k D w a s d e c r e a s e d b u t 4 0 k D w a s

i n c r e a s e d .

( 図8) . 各分画 ご との U-B P 量を 放 射活性 ( c p m ) で 表したが

プ ー ル 血 清 で は B P と 結 合 し た 1 5k D
,
4 0 k D

, お よ び遊離

IG F ｣ と思わ れ る 10k D の 3 つ の ピ ー ク が 認め られ た .

一

方

C R F で は 40 k D 付近 に プ ー ル 血 清と較 べ て大き な ピ ー クが認

め られ た が 1 50 k D 付近 の ピ ー ク は む しろ低 い 傾 向に あり
, 又

10 k D 付近 に 認め られ る遊離 IG F-Ⅰ は殆 ど認め られ なか っ た .

酸性下 に ゲ ル 濾過 し内因性 の I G F を 除い た T -B P の 溶出パ

タ
ー

ノ
ン で は C R F 群 に お い て 全 て の 分画 が 増加 して お り特に

50k D 付近 の 分 画で よ り顕著で あ っ た ( 図9 ) .

Ⅱ . C R F ラ ッ トに お け る検討

1 . C R F ラ ッ トの 腎機能 , 発 育
,
I G F- Ⅰ 値 と G H 投与の影

饗

8 0 % 腎摘除 に よ っ て C R F 群 で は B U N 6 1 . 1 ±1 6 . 7 m g/dl,

C r l .4 4 ±0 . 1 9 m g/ dl G H 投与群で は それ ぞれ 57 .8 ±1 3 . O m g/

dl
,
1 . 4 7 土0 . 1 5 m g/ dl と対 照群 の 1 8 . 3 士2 . 1 m g/ dl

.
0 .9 1 ±

0 .1 1 m g/ d l と 比較 して 有意 の 上 昇が 認 め ら れ た . C R F 群と

G H 投与群 の 間 に は 差は 無か っ た (表 2) .

鼻一尾長 ( n o s eTt ail l e n g th
,
N T L ) は 腎摘 出後 2 週目 頃より

C R F 群と 対照群と の 差が 目立 ち始め
, 術後 3 週 目 に ほ有意差

マ ギ
1

与
･ 5 `k D 】

9 1 0

(

p

u

コ

0

ロ

ボ
)

d

甲
｣

望

8

6 7 8

F r a c ti o n N o .

F i g ･ 9 ･ H P L C el u tio n p a tt e r n s of T- B P . D a t a a r e p r e s e nted

a s m e a n ± S D . [ユ s e r a f r o m n o r m al c h ild r e n ( n = 6); 姐.

S e r a f r o m C R F p a ti e n t s ( n = 7) .

T a bl e 2 . C o m p a ri s o n of B U N
,
C r

,
I G F -l

,
U - B P

,
T - B P ,

I G F -Ⅰ/ T - B P r a ti o a n d

G H B P i n C R F r a t s
, G H -t r e at e d C R F r a t s a n d c o n t r oIs

C R F C R F + G H C o n t r ol

B U N ( m g / dl)

C r ( m g / dl)

I G F - Ⅰ (U / m l)

U t B P ( % )

T - B p ( % )

I G F -

V T - B p

G H B‡
)

( % )

6 1 . 1 ±1 6 . 7
* *

1 . 4 4 士0 . 1 9
* *

2 . 3 5 士1 . 1 3

1 2 1 .8 士2 1 . 2
*

1 72 .3 士3 5 . 7
*

1 . 1 1 士0 .1 2
*

1 0 . 7 士1 . 3

5 7 . 8 ±1 3 . 0
* *

1 . 47 土0 . 1 5
* *

4 . 60 土1 . 1 0
* ･ ♯

1 1 3 .7 ±10 . 3
*

1 8 8 . 7 土7 1 .7

2 . 8 3 士0 .7 2
♯

2 1 . 3 士5 . 0
* , ♯

1 8 . 3 士2 . 1

0 . 9 1 ±0 . 1 1

2 . 5 7 士1 . 0 0

9 0 . 8 ±2 0 . 4

12 5 . 5 士3 1 . 6

2 .
1 4 土0 . 4 1

1 1 . 7 ±1 . 3

E a c h v al u e i s p r e s e n t e d a s m e a n 士S D ･

*

,
P < 0 ･0 5 v s c o n tr ol ;

* *

,
P < 0 0̀ 1 v s

c o n tr ol ;
♯

, P < 0 .0 5 v s C R F .
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が生じ ,
術後 7 週目 に は 対照群が39 ･ 5 ±1 ･ 2 c m で ある の に 対 し

cR F 群は35 . 2 ±1 . 8 c m と 大き な差を 認め た ･

一

方 G H 投与群

は C R F 群で 認め られ た 発育不 良が 改善 され , 7 週目 で 37 ･ 3 ±

1 .5 ｡ m と C R F 群 ,
対照群 の 中間値 で あり又 ,

こ の 両群 との 間

に有意差は 認め られ な か っ た ( 図 札 左) ･ 体 重 (b o d y w eig h t
,

B W ) も術後2 週目 頃か ら C R F 群 と G H 投与群の 間に 差が 生 じ

7 週目に は C R F 群25 1 ･ 2 ±3 4 ･1 g に 対 し対照群 31 5 ･ 3 士1 1 ･ 6

g と C R F 群に 有意の 体重増加不 良が 認め られ た ･
N T L と異な

(

2
0
)

エ
l

柳
u
¢

■

〓

d

ト

ム
の

O

Z

り こ の 傾向ほ G H 投与 に よ っ て も改善 され ず,
G H 投与群と対

照群と の 間に も有意の 差を 認め た (図1 0
, 右) .

I G F- Ⅰ 値 は C R F 群が 2 . 3 5 ±1 .1 3 U/ m l
, 対照 群が 2 . 5 7 土

1 . 00 U/ m l と有意差を認 めな い の に 対 し G H 投与群 で ほ 4 .6 0 士

1 .1 0 U/ m l と著 明に 上 昇 して い た (表 2 ) .

脛骨近位端 の 成長軟骨ほ 図11 に 示 すよ うに C R F で著 明な 低

形成 を 示 したが G H 投与 ラ ッ ト で は こ の 程度 が軽減 して い た .

2 . 肝 , 腎の I G F 受容体の 性質 (図1 2)

P o s t O p e r a t j v e P e ri o d( W e e k)

8 0 2 4 6 8

P o s t O p e r at i v e P e ri o d( W e e k)

Fig .1 0 . C h a n g e s of th e n o s e-t ail l e n g th (l ef t p a n el) a n d b o d y w e igh t (ri g h t p a n el) aft e r o p e r a tio n of kid n e y i n r at s . D a ta a r e

p r e s e n te d a s m e a n ±S D . 0 , C O n tr Ol r at s ( n
= 5) ; ⑳ , C R F r a ts ( n

= 5) ; 遮 ,
C R F w ith G H tr e a t m e n t r a t s ( n

= 5) . ☆ ,
P < 0 . 0 5 v s

C O rltr Ol ,

F i g .1 1 . M e t a p h y si al pl a t e of r a t tibi a . H E st ai n ; O r l gl n al m a g n ifi c a ti o n
,

×2 0 0 .
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P

u

n
O
m

辞

Fi g .1 2 . C o m p e titiv e i n hib itio n of
-2 5
I-I G F-I bi n di n g t o r a t li v e r (1 ef t p a n el) a n d k id n e y (rig h t p a n el) b y i n c r e a si n g c o n c e n tr ati o n of

u n l a b el e d I G FrI . E a c h v al u e is p r e s e n t e d a s m e a n ±S D . I n li v e r
,

m a X i m u m a ffi niti e s of I G F -I tr a c e r s to th e f r a c ti o n w e r e 7 .74

±0 . 2 3 % i n c o n tr ol
, 1 1 . 0 5 士0 . 94 % in C R F

,
th e n v al u e of I C 5｡ W a S 3 n g/ t u b e i n c o n tr ol , 1 . 5 n g/ t u b e i n C R F . I n k id n e y , m a Xi m u m

af王i niti e s w e r e 7 . 5 1 ±0 . 4 9 i n c o n tr ol
,
5 . 6 9 ± 0 . 1 9 % i n C R F , V al u e o f I C 5｡ W a S 8 . 5 n g/ t u b e i n c o n tr ol

,
1 5 n g/ t u b e i n C R F . 0 ,

m i c r o s o m al f r a c ti o n s f r o m c o n tr ol r a ts ; ◎ , m i c r o s o m al f r a c ti oi n s f r o m C R F r a t s .

F i g ･1 3 ･ S D S - P A G E of u B P (1e ft p a n dl) a n d T - B P ( ri g h t p a n e l) i n r a t s
?

r O S S
-1i n k e d w ith

12 5

I -I G F -Ⅰ･ A , p O Ol e d s占r u m 王r o m 5 r n ale

a d ult r a t s ; B
, P O Ol e d s e r u m f r o m r a t s i n c u b a t e d wi th e x c e s s u nl a b el e d I G F 一Ⅰ; C ,

S e r u m f r o m C R F r a t ; D
,

S e r u m f r o r n C R F

w ith G H -t r e a t m e n t r a t ; E
,

S e r u m f r o m c o n tr ol r a t .
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cR F ラ ッ トの 肝 , 腎I G F 受容体容量 ほ それ ぞれ 最大結合率

で11 . 0 5 ±0 .9 4 % ,
5 ･ 6 9 土0 ･1 9 % 丸 IC 5 0 で 表 され る受容体漢和

性は1 .
5 n g/ t u b e

･
1 5 n g/ t u b e で あ っ た ･

一 方対照群 の 肝 , 腎で

は最大結合率がそ れ ぞれ7 ･ 7 4 ±0 ･ 23 % , 7 ･ 5 1 ±0 ･ 4 9 % ,
I C 5 0 が

3 n g/ t u b e
,
8 ･ 5 n g/ t u b e で あ りい ずれ も受容体容量 に は 差が あ

るもの の 親和性に は 著変 なか っ た ･

3 . I G F 結合蛋白量

ラ ッ ト プ
ー ル 血 清の IG トB P 値 を10 0 % と し て 表す と U-B P

値は表2 に 示 すよ うに 対照群が90 ･ 8 ±2 0 ･ 4 % で あ る の に 対 し

C RF 群で は121 . 8 土2 1 . 2 % と有意に 増加 して い た .

一 方 G H 投

与群でも11 3 . 7 土1 0 ･ 3 % と 有意 の 増加を認 め た もの の そ の 程 度

は C R F 群に 較 べ て 軽度 で あ っ た .

一 方 T-B P 値 は表 2 に 示 す

ように 対照群が125 . 5 土31 . 6 で あるの に 対 し C R F 群で は17 2 . 3

±35 .7 % と有意に 増加 して い た . 又 ,
G H 投与群 で ほ1 88 . 7 土

71 .1 % と個 々 の 値が 分散 した た め統計学的な 有意差 はみ られ な

い もの の
,

む しろ C R F 群 よ り増 加 して い る傾向を 認め た .

内因性I G F-1 と T-B P と の 比を と っ て み る と C R F 群 で ほ

1 .1 1 ±0 . 1 2 と 対照群の2 .1 4 ±0 . 4 1 と 較 べ て 有 意に 低 下 し て い

た . しか し ,
G H 投与群 では2 .8 3 ±0 . 7 2 と対照群を 越え て 上 昇

して い た ( 蓑 2) .

4 .
I G F-B P の P A G E に よ る分析 (図13)

図1 3
,
左に 示 す U - B P の 泳 動 パ タ ー

ン で は 1 2 5 k D ,
5 0 k D

,

39 ～ 4 4 k D , 30 k D ,
2 5 k D と 5 つ の 分 画が 認め られ た . C R F で は

39 ～ 4 4 k D の 分画が軽度増強 して い た .

一 方 , 低分 子量 の 分画

はやや減弱して お り ,
こ の 部分の 標識 I G F- i 集積率は プ ー

ル

血清を1 00 % と した 場合 B P2 に 相 当す る 30k D の 分画で は対照

が104 . 5 % で ある の に 対 し C R F で は58 . 9 % と 低値 で あ っ た .

一 方 G H 投与 ラ ッ ト で ほ特 に 39 ～ 4 4 k D の 分画 に お い て は

CR F と 比較 して 減 弱 し て お り ,
3 0 k D の 分画 で も5 1 . 4 % と

CR F 同様低値で あ っ た . 図1 3
, 右 の T,B P で は 46 ～ 5 2 k D

,

36 ～ 42 k D の 2 つ の 分画が主 で あ り これ に 加 え て 25 k D 付近 の

8 1 1 0 = 川 1 0 0 0

G H C o n c e nt r ati o n( n g / T u b e)
Fig ･1 4 ･ C o m p e titiv e i n hib itio n of G H tr a c e r b i n di n g t o r a t

liv e r b y in c r e a si n g c o n c e n tr a ti o n s of u nl a b el e d G H . E a c h
V al u e is p r e s e n t e d a s m e a n ±S D . M a x i m u m affi n itie s of
G H tr a c e r s t o t h e f r a c ti o n s w e r e 2 4 . 6 土0 . 3 8 % i n c o n tr ol ,

19 ･5 ±0 ･2 5 % i n C R F . T h e v al u e of I C 5｡ W a S 3 0 n g/ t u b e i n

C O ntr ol, 2 0 n g/ t u b e i n C R F . 0 ,
mi c r o s o m al f r a c ti o n f r o m

C O ntr ol r a t s ; ◎, mi c r o s o m al f r a c ti o n f r ｡ m C R F r a ts .

3 3 9

分 画 が 弱く 認 め られ た . C R F と 対 照 で は C R F に お い て

36 ～ 4 2 k D の 分画が 軽度増強 して い る程度で 大きな 差 は な い が

G H 投与 ラ ッ ト で は 46 ～ 5 2 k D , 3 6 ～ 4 2 k D い ずれ の 分画も増強

して い た .

Ⅲ . C R F ラ ッ トに お け る G H 結合蛋白および肝 G H 受容体

の変化

C R F 群 の 血 清中 G H B P は10 .1 6 ±0 . 6 1 % で 対照群 の12 . 1 土

1 . 0 9 % と比較 して軽度の 低下傾 向を 示 した が 有意差 ほ 無か っ

た .

一 方 G H 投与群 で は21 . 3 土5 .0 3 % と 著 明に 上 昇 して い た

(表 2) . また 肝 G H 受容体結合能は最大結合率が対照群の 24 .6

±0 .3 8 % に 対 し C R F 群で は1 9 . 5 士0 . 2 5 % と有意に 減少 して い

た が IC 5｡ ほ 対照群 30 n g/ t u b e , C R F 群 20 n g/ t u b e と著変を 認め

な か っ た ( 図1 4) .

考 察

C R F に おけ る成長障害に は種 々 の 原田が想定 され て い る
-)

.

近年 こ の 原 因の
一

つ と し て G H-I G F 系 の 異常が 指摘 され て お

り
2)

,
C R F に お い て RI A で測定 した 血 中I G F - Ⅰ 億 は 我々 の 結

果と 同様 に 正常な い しや や 増加 して い るに もかか わ らず
,

そ の

生物 学的活性が 低下 して い る と い う事実か ら
20)

特 に IG F を め ぐ

る
一

連の 異常が 中心 で は ない か と考 え られ て い る .

I G F
,
特に I G F- Ⅰ は G H の 分泌動態 と密接に 関与 し

,
G H の

成長に 関わ る作用 を 仲介して い る こ と が 知 られ て お り
21)

,
G H

分泌不 全に よ る小人症(下垂体性小人症) で は I G F一Ⅰ 値が低値

に な り ∴逝に G H 分泌が克進する末端肥 大症で は高値を示 す こ

と
22)

は 周 知の 事実 で あ る . C R F に お い て 血 中 G H 値 はむ しろ高

僧を 示 し
,
イ ン ス リ ン 負荷等の G H 分泌刺激試験 に 対 して も過

剰反応を 呈 する こ と が 多い
23 ト 25 )

. 本研究で 対象に し た C R F 患

児 で も G H 基礎値は 9 . 9 7 ±10 . 2 m g/ m l と分散 して い るも の の

や や 高値で あり , 刺激試験 こ そ 施行 し て い な い が C R F に お け

る G H 分 泌能 に は問題が無 い と 思わ れ る .

C R F 患児 に お い て G H 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン で あ る

G H B P が低値で ある こ とは 既に 報告 した
26)

. 本実験 で ほ C R F

ラ ッ トの G H B P お よ び肝 の G H 受容体に つ い て 検討を加 えた

が 血中 G H B P は対照 と比 較 して 軽度低 下して い た も の の 有意

差ほ 無か っ た . ま た肝 に お け る G H 受容体数ほ C R F で 有意 に

低~F し て い た が 受容体 の G H に 対す る親 和性 に ほ 差 が 無 く

C R F に お け る G H 受容体の 変化 は量的な もの が 中心 で 質的 な

変化は 少な い も の と 思われ た .
こ の 磯序及 び成 長障害に 及 ぼす

影響 に つ い て ほ 明 らか で ほ な い もの の G H 基礎値 が高い こ とや

腎機 能障 害に よ る 栄養 , 代 謝異常 と の 関連 が 注 目 さ れ て い

る
28)2 7 )

C R F に お い て RI A に よ る I G F- 1 の 値は む しろ軽度の 上 昇

を示 す こ と は先述 した . 我 々 が 対象 と した C R F 息児に お い て

も血 中 IG FrI 値は1 . 5 土0 . 7 4 U/ m l と正 常な い し軽度上 昇 して

お り ,
C R F モ デ ル ラ ッ ト の I G F- Ⅰ 値 も対照 群 と差 は 無 か っ

た . 又 ,
G H 投与群 の ラ ッ ト に お い て 血 中 IG F-Ⅰ 値 は 4 . 6 0 士

1 . 1 0 U/ m l と 対照群 の 2 . 5 7 ±1 . 0 0 U/ m l
,
C R F 群 の 2 . 3 5 士1 .1 3

U/ r山 と 比較 して 有意に 増加 して お り G H 投与に 反応 した もの

と思わ れ た . よ っ て G H 受容体数は減 少 して い る もの の 血 中

IG F- 1 値が 正常 で あり
,

G H 投与に よ っ て I G F- Ⅰ 億 の 著明な

上 昇を 認め た こ とか ら C R F に おけ る G H 受容体減少 はそ の 成

長障害 の 主た る要素 でほ なく ,
C R F に お い て も G H 分泌- G H

受容体-I G F 産 生と い う糸に は大きな異常 は無 い も の と推察 さ
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れ た . しか し
,

ヒ ト 胎盤膜 分画 を用 い た I G F- Ⅰ の R R A で ほ 正

常の 約1 / 3 に 低下 して お り C R F で は I G F- I の 受容体に 対す

る 親和性 が 低 下 し て い る こ と が 確認 され た . C R F に お け る

I G F 受容体 の 評価は C R F 患児の 赤血 球 お よび C R F ラ ッ ト の

肝, 腎膜分画を 用 い て行 っ た が 膜分画 に お い て 受容体容量 に 若

干 の 差 が あ っ た 以外い ずれ も対照と の 間に 大きな 違 い ほ認め ら

れ な か っ た . よ っ て C R F に お け るI G F の 受容体親和性低下 は

受容体で ほ なく IG F に 問題が あ るもの と考 え た
.

ヒ ト線維芽細胞 の 培養液 中に 血 清を 加え た と こ ろ C R F 血 清

で は細胞の 増殖能 ,
I G トB P 合成能共に に 抑制 され て お り ,

こ

の 傾 向は 血 清の 無処理, 透析後 , 酸性下 ゲル 濾過 後の い ずれ も

同 じで あ っ た . 培養線維芽細胞 ほ自 ら産生 した I G F に よ っ て

さ ら に そ の 増殖 が促進 され る
28)2 9 )

(a u t o c ri n e d r e g u la ti o n ) が ,
こ

の 結果 は C R F 血 清中に こ の ような I G F を は じめ とす る線維芽

細胞に 対す る成長 国子の 作用を 阻害す る物質が 存在 し
,

こ の 物

質が 透析や ゲ ル 濾過 に よ っ て 除去 され な い こ と を示 して い る .

以 前 か ら C R F
30)

や ス テ ロ イ ド投 与 時
31)

に お け る 低 分 子 量

(20 ～ 3 0 k D ) の I G F 活性阻害物 質の 存在が 示 唆 され て きた が
,

最近 こ の 物 質が I G F - B P の
一

部で ある と言わ れ て お り
3) 分 子量

が 25k D 前後の I G F - B P が I G F の 生物学的活性を 阻害 する こ

とも示 され た
32)

.

‡G F ほ線維 芽細胞に おけ るIG F-B P 合成を 促進す る こ とが 知

られ て い るが
ユ3)34) C R F 血清添加 に よ っ て 線維芽細胞 の I G F - B P

産生が抑制 され た こ と は I G F の 生物学的括性が 阻害 さ れ た と

も考え られ , 細胞増殖が 抑制 された こ とも併せ
,
C R F に お い て

IG F- B P が IG F の 作用に 干渉 し成長障害 の
一 因を 成 し て い る

可 能性が 示 唆 され た ,

I G F- B P は 現在 B P 4 まで 4 種類 が 同定 され て お り , 血 中に も

こ の 4 種類が 認め られ る が
g)

～ 1 1) こ の う ち B P l と B P 3 が 主な 結

合蛋白 と して 存在 して い る
9)

. G H B P は G H 受容体 の 細胞外 ド

メ イ ン が 血 中 に 遊離 した もの で ある が
35)

,
I G F - B P は I G F 受容

体 と は異 な る蛋白 で あ る こ と が そ の ア ミ ノ 酸配列か らも明 らか

で ある
5)

. I G トB P ほ栄養 , 代謝等種 々 の 生体 内環境 の 変化 に 加

え て G H
, 副腎皮質ス テ ロ イ ド , 性 ス テ ロ イ ドな どの ホ ル モ ン

の 変 動, 年齢 に よ っ て変化す る こ と が知 られ て お り
10)

,
G H が

欠損 して い る下 垂体性小人症や 新生児期に は B P 3 が 少 なく ,

B P l
,

2 が 増加 し逆に G H 分泌が 増加する 末端肥 大症や 成人 で

は B P 3 が 増加す る
36)3 T )

. I G F- B P 3 は I G F お よ び α サ ブ ユ ニ
ッ

ト と高分子 量複合体と 呼ばれ る複合体を 形成 し血 中 I G F の 殆

どは こ の 形で 存在する
9)10 )

. これ 以外 の IG F の 多くは B P l と結

合 して お り遊離型 の I G F は数 % で ある
8)38 )

.
I G F- B P の 生体内に

お ける役割 は 明 らか で は な い が
一 般 的に 血 中 IG F の 半減期 を

延長 し
3g)

,
加え て細胞に 対する I G F の 効 果を抑制す る と されて

い て こ の 作用 は B Pl
,
B P 2 で著 しく

32)

,
B P 3 で は 弱い と され て い

る
40)

. しか し
,

こ れ と反す る考 えも示 され て お り
g)12) 定説 とな っ

て い な い .

本研究 で 検討 した IG F-B P は 内因性 の I G F と結合 して い な

い U - B P と 内国性 IG F を 除去 し た T - B P の 2 者 で あ り ,

C R F 患児に お い て U - B P が11 5 . 3 士1 5 , 0 % ,
T - B P が 2 1 0 . 0 士

5 4 . 3 % と い ずれも対照群と 比較 して 有意に 上 昇 して お り
,

こ の

慣 向は ,
ラ ッ ト に お い て も同様 で あ っ た . I G F - B P の 上 昇 は 腎

不全発症後10 ヶ 月 で成長障害の 無い 患児で も認め られ比較的早

期に こ の 変化 が成長 障害の 発症に 先行 して 形成 され る と思わ れ

た ､ ヒ 一 に お い て U -

B P と T - B P の 増加率に 隔た り が ある の は

C R F 患 児 の 内 因 性 I G F-Ⅰ が や や 高 値 で あ る こ と から

I G F-B P 自 体 ほ 増 加 し て い る が 内因 性 I G F- I も増 加して

I G F- B P と結合 した た め と考え られ ,
U - B P の ゲ ル 濾過パ タ ー

ン で 遊 離 I G F一Ⅰ の ピ ー ク が 消失 し て い る の も増 加 した

I G FLB P と標識I G F - Ⅰ が結 合 したた め と推察 され た . 先述した

よう に これ ま で C R F に お い て 増加 して い る I G F - B P は低分子

量の もの が 主 と され て きた
30)山)

･ しか し , 本研究 の T -B P におけ

る P A G E お よび H P L C で み た存在様式の パ タ ー

ン か らほ低分

子 量の I G F-B P ばか りで なく大 きな分子量 の もの も増加して い

た . L i u ら
42)

も 同様 の 報 告 を し て お り
,

C R F に お ける

I G F-B P の 増加ほ そ の 種 掛 こ よ らず全 般的 な も の と 思われ
,

C R F 患児 に おけ る I G F- 1 の 存在様式で も低 分子量の IG FLI

よ りも高分子量 の も の が 多 い 傾向に あ り こ の こ と を裏付けてい

る . こ の I G F - B P が C R F の 成長障害の 主 因 で あるか否 かは判

然 と しな い . P o w ell ら
43)

も C R F の 成長障害ほ I G F の み ならず

栄養面 の 問題が 大きな要素 だ と報告 して い る . た だ今まで述べ

て きた G H- G H 受容 体-IG F 産生 -I G F 受容体 とい う 一

連の系の

中 で C R F に お い て 明らか に 異常 と考え られた の は IG F -B P の

み で あ り こ れ が 何 らか の 役 割を 担 っ て い るも の と考え るのが妥

当で あ ろ う . 増加 した IG F - B P が成 長障害を もた らす磯序ほ明

確 で ほ な い が IG F 受容体に 対する 親和性 の 低下
g)
や 特に 低分子

量の I G ト B P が有す る細胞増殖能抑制作 用
32)

に よ るも の
, ある

い は I G F- B P の 増加に よ っ て 遊離型 IG F- Ⅰ が減少 したためと

推察 され る .

C R F に よ る成長 障害 に 対 して 近年 rh G H 投与が 試み られて

お り
44)

, 本研究で も C R F モ デ ル ラ ッ トに 対 し rh G H を投与した

が 鼻 一 尾 長 ∴瞑骨近位 端成 長軟骨幅 は い ずれ も G H 投与群で有

意に 大きく , 成長障害に 対す る効果 は 明らか で あ っ た . G H 投

与 に よ っ て 内因性 I G F- Ⅰ 値ほ 著明 に 上 昇す るが I G F-B P に大

き な変化は 認め られ ず ,
こ の た め IG ト Ⅰ と IG F-B P と の比が

正 常 に 近 く な り成 長 障害 が 改善 され た も の と 推 察 さ れ た .

T o n s h off ら
41)

も成長障害を 伴 う C R F 息児 に 対 し大量の G H を

投 与 した結 果, 成長速度 の 改善が 得 られ こ れ ほ IG F 一 Ⅰ の増加

に よ っ て 遊 離型 I G F- 1 も増加 した た め で
,
C R F の 成長障害は

I G F-B P 増 加に よ る遊離型 I G ト Ⅰ 減少 に よ るも の で はな いか

と 推論 して い る . 遺伝子 工 学の 進歩に よ り G H が 大乱 安定供

給 され る よ うに な っ た 現在,
C R F の 成長障害に 対する G H 療

法は 有望な 治療法 と思わ れ る . こ の G H 投与 に よ っ て ラ ッ ト血

中 G H B P ほ 著明 に 上 昇 して お り G H 受容体 の 増加を反映した

も の と思わ れ るが 成長障害に 及 ぼす影響 は不 明 で ある . G H 投

与が G H B P に 及ぼ す影響 に つ い てほ 諸説あ り
45)4 6 )

い ま だに定説

と 呼 べ るも の ほ な い が 今 回 認 め られ た G H 長期投与に よる

G H B P の 上 昇は 興味深い 結 果で あり 今後 さ ら に 追求すべ き課

題で ある .

結 論

1 . C R F に 伴 う成長障害に お い て G H 分臥 G H 受容附 血

中 I G F一Ⅰ 胤 I G F 受容体 に は い ずれ も大 きな 変 化を認めな

か っ た が 血 中 I G F - B P ほ そ の 種類を 問わ ず 全般 に増 加してい

た . 増加 した I G トB P と各種 腎機能指標 , 成長障害の 程度との

間に 有意な 相関は 無か っ た .

2 . C R F 血 中I G F- Ⅰ の IG F 受容体親和性は 低下 しており

R ,
C R F 血清 は線維芽細胞 り増殖 軋 I G F - B P 合成鰭を抑机

これ らほ増 加 した I G F 掘P の 影響 と考えた . こ れ らの こ とより



腎不 全 に お ける G H-I G F 系の 異常に 関する研究

CR F に 伴う成長障害 の 成 因の
一

つ は I G F - B P の 異常 で ある と

考えた .

3 .
C R F の 成長障害に 対 し G H を 投与 した と こ ろI G F - Ⅰ 値

の 著明な 上 昇を 認 め た が I G トB P に は 大き な 変 化 は 無 く
▲

C R F に おい て 相対的に IG F-B P 過剰状態で あ っ た IG F- Ⅰ と

IG F - B P との 関係が正 常化 し
,
成長障害 の 程度ほ 改善され た .

これ ほIG F - Ⅰ とI G Fr B P と の 比が 変化 し遊離型 の IG F - Ⅰ が 増

加した こと もそ の
一

因で ある と考え た . G H 投与 に よ っ て 血 中

G H B P ほ著増 したが こ の こ と が成長障害に 対す る G H の 効 果

とどの ように 閑適する の か ほ 明確で は な か っ た .

4 . C R F の 成長障害 に 対す る G H 治療は 有効な 治療法 と 思

われ , 今後広く臨床応用 され るべ きで ある .
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