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開発の経緯開発の経緯

1985年： ヒト正常細胞（マクロファージ）からｃDNAのクローニングに成功
1986年： 大腸菌による組換えhG-CSFの量産に成功
1986年： In vitroスクリーニング開始
1987年： ナルトグラスチム選定
1988年： 第1相試験
1988年： 第2相試験
1990年： 第3相試験

（1991年： フィルグラスチム･レノグラスチム製造承認）
1994年： ナルトグラスチム製造承認



GG--CSFCSFの作用部位の作用部位

多機能
造血幹細胞

顆粒球
マクロファージ

コロニー形成細胞
（CFU-MG）

各血液系
前駆細胞

マクロファージ系
前駆細胞

（CFU-M）

好中球系
前駆細胞

（CFU-G）

好中球

顆粒球コロニー
刺激因子

（G-CSF）

末梢血管内
への動員

活性酸素の
産生能向上

腫瘍細胞の
増殖抑制

貪食殺菌能の亢進



GG--CSFCSFレセプターレセプター

Fn3 Fn3Fn3Ig-like

2 31
CCCC

CRH

WSXWS

Y744

635-642 673-682 739-754

Y764Y704 Y729

Mutation
domain

Proliferation
domain

Ig-like: immunoglobulin-like domain
CRH: cytokine receptor homologous region
Fn3: fibronectin type III domain

細胞外 細胞内

• 813個のアミノ酸より構成

• 骨髄細胞、末梢血好中球、血小板、単核球、胎盤、血管内皮などで発現

• 200～1,000個/細胞

Fn3



ナルトグラスチムの構造ナルトグラスチムの構造



開発コンセプト開発コンセプト

アミノ酸配列改変による
高活性G-CSFの創製

アミノ酸配列改変による
高活性G-CSFの創製

安全性(抗原性)の克服安全性(抗原性)の克服



誘導体のスクリーニング誘導体のスクリーニング



変異変異GG--CSFCSFの生物活性の生物活性

変異部位 変異 活性
1 Thr → Ser, Arg or Gly +

1-3 Thr-Pro-Leu → Ser-Pro-Arg +
1-3 Thr-Pro-Leu → Ser-Leu-Ser +
1-4 Deletion +

1-4/17 Deletion/Cys → Ser +
1-6/17 Deletion/Cys → Ser +
1-7/17 Deletion/Cys → Ser +

1-11/17 Deletion/Cys → Ser +
17 Cys → Ser +

1-18 Deletion -
33-35 Deletion -

35 Deletion -
35 Leu → His, Ala, Phe, Asp, Ser or Thr -

35-36 Leu-Cys → Leu-Val-Cys -
36-37 Cys-Ala → Cys-Asp-Ala -
36-37 Cys-Ala → Cys-Cys-Ala -
70-89 Deletion -
70-89 Tandem　Repeat -
74-75 Cys-Leu → Ser-Cys -
74-76 Cys-Leu-Ser → Ser-Cys-Cys -
90-106 Deletion -
90-106 Tandem　Repeat -

91 Ala → Pro or Phe -
91-97 Deletion -
95-97 Ile-Ser-Pro → Thr -

107-130 Deletion -
107-130 Tandem　Repeat -
131-157 Deletion -
131-157 Tandem　Repeat -
137-174 Deletion -
165-174 Deletion -

N末端の置換体/欠失体
は活性を保持

活性消失

in vitroスクリーニング*

NN末端末端11～～1717のの置換は可能置換は可能

*：マウス骨髄細胞における顆粒球コロニー形成作用
およびチミジン取り込みでみた増殖促進作用



N末端アミノ酸シークエンス hG-CSF 活性
部分精製
サンプル

精製
サンプル

1 2 3 4 5 6 17

Met- Thr- Pro- Leu- Gly- Pro- Ala- --------Cys + 1.00

Asn --------Ser + ND
Ala Thr- Arg- Ser --------Ser ++ ND

Glu- Lys- Ser --------Ser ++ ND
Val Ile- Arg- Ser --------Ser ++ ND
Cys Ile- Arg- Ser --------Ser ++ ND
Tyr Ile- Arg- Ser --------Ser ++ 1.86
Arg Thr- Arg- Ser --------Ser ++ ND

Thr- Arg- Ser --------Ser + ND
Asn Glu- Arg- Ser --------Ser ++ ND
Ile Thr- Arg- Ser --------Ser ++ 3.05
Ser Thr- Arg- Ser --------Ser ++ ND
Ala Thr- Asp- Ser- Asp --------Ser + ND
Ala Thr- Tyr- Arg --------Ser ++ 3.09
Ala Ser- Asp- Ser --------Ser ++ ND
Ala Pro- Asp- Arg- Gly --------Ser + ND

NN末端変異末端変異GG--CSFCSFの生物活性の生物活性

ナルトグラスチムを選定ナルトグラスチムを選定

in vitroスクリーニング



顆粒球コロニー形成刺激作用顆粒球コロニー形成刺激作用

添加濃度
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：ナルトグラスチム

：組換えhG-CSF

n=4～6

約約1/81/8の濃度で組換えの濃度で組換えhGhG--CSFCSFと同程度の作用と同程度の作用

ヒト骨髄細胞（in vitro)



生物活性生物活性 ((in vivo) in vivo) 



抗癌剤投与後の白血球回復促進作用抗癌剤投与後の白血球回復促進作用

＊：P<0.05 vs 組換えhG-CSF
（検定：Student t-test)

投与：腹腔内投与(Day1～7）
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組換え組換えhGhG--CSFCSFよりも高い回復促進作用よりも高い回復促進作用



放射線全身照射後の白血球回復促進作用放射線全身照射後の白血球回復促進作用
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＊：P<0.05 vs 骨髄移植

（検定：Student t-test)
投与：静脈内投与(Day1～18）
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組換え組換えhGhG--CSFCSFよりも高い回復促進作用よりも高い回復促進作用



代謝代謝



血漿中での安定性（血漿中での安定性（in vitroin vitro））

ヒト血漿中での安定性
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•• ヒト血漿中で組換えヒト血漿中で組換えhhＧＧ--CSFCSFよりも安定よりも安定

•• プロテアーゼがプロテアーゼがhGhG--CSFCSFの活性低下に関与の活性低下に関与

：ナルトグラスチム

：組換えhG-CSF

（インキュベーション： 37℃ ）



ヒトプラスミンに対する安定性ヒトプラスミンに対する安定性((in vitroin vitro))

反応条件：
濃度300μg/mL
酵素基質比1：200(v/v)
37℃
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：ナルトグラスチム

：組換えhG-CSF

•• 組換え組換えhGhG--CSFCSFよりも高いプラスミン安定性よりも高いプラスミン安定性
•• トリプシン、ズブチリシンに対しても同様な傾向トリプシン、ズブチリシンに対しても同様な傾向



サル血漿中での安定性（サル血漿中での安定性（in vivoin vivo））

：ナルトグラスチム

：組換えhG-CSF
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サル血漿中で組換えサル血漿中で組換えhhＧＧ--CSFCSFよりも安定よりも安定

サルに皮下投与後の血漿中濃度推移

投与量：10μg/kg (1回/日、10日間反復)
＊：p<0.05対天然型hG-CSF、 +：p<0.05対初回投与時点

時間（hr） 時間（day） 時間（hr）



サルにおける薬物動態パラメーターサルにおける薬物動態パラメーター

薬剤投与量

（μg/kg）
T1/2α

（hr）
T1/2β

（hr）
MRT
（hr）

Vdss

（L/kg）
AUC0→∞

（ng･hr/mL）

ナルトグ
ラスチム

10 0.43 1.34 1.27 0.053 241 0.042

10 1691.14

Cl
（L/hr/mL）

組換え
hG-CSF 0.40 1.11 0.068 0.060

薬剤投与量

（μg/kg）
Tmax

（hr）
Cmax

（ng/mL）
T1/2

（hr）
MRT
（hr）

Vdss/F*

（L/kg）
AUC0→∞

（ng･hr/mL）
BA
（％）

ナルトグ
ラスチム

10 2.7 13.2 2.03 4.57 0.65 80.4 0.14 33.4

10 8.96 31.553.34.58

Cl/F*

（L/hr/mL
）

組換え
hG-CSF 3.0 1.93 0.89 0.20

静脈内投与

皮下投与

*：F=吸収率



安全性安全性((抗原性抗原性))



免疫方法 誘発抗原 全身アナフィラキシー

（陽性数/検査数）

－ ナルトグラスチム 0/5
－ 組換えhG-CSF 0/5
－ ヒト赤血球アルブミン 0/5

ナルトグラスチム

（0.2 mg/animal×2）
ナルトグラスチム 0/5

ナルトグラスチム+アジュバント

（ 0.2 mg/animal×2 ）
ナルトグラスチム 5/5

組換えhG-CSF+アジュバント

（ 0.2 mg/animal×2 ）
組換えhG-CSF 5/5

ヒト赤血球アルブミン+アジュバント

（ 0.2 mg/animal×2 ）
ヒト赤血球アルブミン 5/5

モルモット能動性全身アナフィラキシー試験モルモット能動性全身アナフィラキシー試験

•• 単独感作ではアナフィラキシー症状なし単独感作ではアナフィラキシー症状なし
•• アジュバントと併用した場合に抗体産生アジュバントと併用した場合に抗体産生
•• 抗原性は組換え抗原性は組換えhGhG--CSFCSFと同程度と同程度



血中抗血中抗GG--CSFCSF抗体（臨床試験）抗体（臨床試験）

試験区分 例数 結果

第Ⅰ相試験 34 －

初期第Ⅱ相試験 45 －

非ホジキンリンパ腫 22 －

肺癌 41 －

尿路性器癌 32 －

小児期好中球減少症 16 －

後天性免疫不全症候群 11 －

第Ⅱ相試験

がん化学療法時

の好中球減少症

婦人科悪性腫瘍 52 －

小児悪性腫瘍 35 －

第Ⅲ相試験 非ホジキンリンパ腫 20 －

第Ⅱ相試験 消化器癌 14 －

骨髄移植 35 －第Ⅱ相試験

自家骨髄移植 7 －

骨髄移植

第Ⅲ相試験 骨髄移植 28 －

総計 394 －

臨床における抗体産生なし臨床における抗体産生なし



GG--CSF 3CSF 3製剤の概要製剤の概要

一般名 Nartograstim
ナルトグラスチム

Filgrastim
フィルグラスチム

Lenograstim
レノグラスチム

販売名

（会社）

由来

産生細胞

アミノ酸数

分子量

構造

N末端

アミノ酸配列

ノイアップ

（協和発酵）

グラン

（キリンビール）

ノイトロジン

（中外製薬）

ヒト末梢血中マクロファージ ヒト膀胱癌細胞 ヒト口腔癌細胞

大腸菌 大腸菌 ﾁｬｲﾆｰｽﾞﾊﾑｽﾀｰ卵巣細胞

175個
19,000

175個
19,000

174個
20,000

1 2 3 4 5 17 133

Met-Ala-Pro-The-Tyr-Arg・・・(Ser) ・・・Thr

1 2   3 4 5 17 133

Met-Thr-Pro-Leu-Gly-Pro・・・(Gys) ・・・Thr

1 2 3 4 5 17 133

Thr-Pro-Leu-Gly-Pro・・・(Gys) ・・・Thr

糖鎖

M

M :Met

M

: 変異アミノ酸 M :Met
糖鎖



GG--CSF 3CSF 3剤の毒性試験概要剤の毒性試験概要

一般名 Nartograstim
ナルトグラスチム

Filgrastim
フィルグラスチム

Lenograstim
レノグラスチム

販売名

（会社）

単回投与

毒性試験

反復投与

毒性試験

生殖発生

毒性試験

抗原性試験 アジュバント併用で抗体産生

（天然型hG-CSFと同等）

アジュバント併用で抗体産生 アジュバント併用で抗体産生

変異原性

局所刺激性

ノイアップ

（協和発酵）

グラン

（キリンビール）

ノイトロジン

（中外製薬）

致死用量（皮下・静脈内）

ラット：＞3,470μg/kg
サル：＞3,000μg/kg

致死用量（皮下・静脈内）

ラット：＞3,000μg/kg
サル：＞3,000μg/kg

致死用量（皮下・静脈内）

ラット：＞5,000μg/kg
イヌ：＞5,000μg/kg

白血球増加

赤血球減少

ｱﾙｶﾘﾎｽﾌｧﾀｰｾﾞ上昇

後肢骨吸収（ラット）

白血球増加

赤血球減少

ｱﾙｶﾘﾎｽﾌｧﾀｰｾﾞ上昇

後肢骨吸収（ラット）

白血球増加

赤血球減少

ｱﾙｶﾘﾎｽﾌｧﾀｰｾﾞ上昇

後肢骨吸収（ラット）

催奇形作用なし 催奇形作用なし 催奇形作用なし

陰性 陰性 陰性

生理食塩液と同等 生理食塩液と同等 生理食塩液と同等

33剤の毒性の質に差なし剤の毒性の質に差なし



GG--CSF 3CSF 3製剤の臨床用量製剤の臨床用量

一般名 Nartograstim
ナルトグラスチム

Filgrastim
フィルグラスチム

Lenograstim
レノグラスチム

販売名

（会社）

骨髄移植の
好中球数増
加促進

がん化学療
法による好
中球減少症

再生不良性
貧血に伴う
好中球減少

4μg/kg（皮下）

or
8μg/kg（静脈内）

400μg/m2 （静脈内）

（約12 μg/kg ）

5μg/kg（皮下）

or
5μg/kg（静脈内）

ノイアップ

（協和発酵）

グラン

（キリンビール）

ノイトロジン

（中外製薬）

8μg/kg*（静脈内） 300μg/m2（静脈内）

（約9 μg/kg ）
5μg/kg（静脈内）

1μg/kg（皮下）

or
2μg/kg（静脈内）

100μg/m2 （皮下）

（約3 μg/kg ）
or

200μg/m2 （静脈内）

（約6 μg/kg ）

2μg/kg（皮下）

or
5μg/kg（静脈内）

投与量投与量
ナルトグラスチムナルトグラスチム≒≒レノグラスチム＜フィルグラスチムレノグラスチム＜フィルグラスチム

*：1日1回



GG--CSFCSFの構造と受容体結合部位の構造と受容体結合部位

予想受容体結合部位

結合部位：43～46残基、138～140残基部分

G-CSFの立体構造

4本のαへリックスが束ねられた構造



まとめまとめ

•物性

温度、pHの変化に安定

•生物活性

組換えhG-CSFよりも高い活性

•代謝

組換えhＧ-CSFよりも高い血漿中（プロテアーゼ）安定性

•安全性(抗原性)

組換えhG-CSFと同程度の安全性（抗原性）

N末端変異hG-CSF誘導体の創製

本邦初のアミノ酸配列改変本邦初のアミノ酸配列改変GG--CSFCSFの開発に成功の開発に成功


