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略号一覧

略号 略していない表現(英) 略していない表現(日)

AMGN・0007 recombinant construct consisting of 免疫グロプリン結晶化フラグメ
(AMG0007) human osteoprotegerin attached to an ントに結合させたヒトオステオ

immunoglobulin crystallisable プロテゲリンから成る組換え
fragment; OPG-Fc 

型、 OPG-Fc
(本文ではAMGN幽0007、
AMG0007という記述は無いが、
モジューノレ4にて寵用されてい
る場合がある)

Ang-l angiotensin幽l アンジオテンシン同 1

AUC area under the concentration剛time 濃度一時間曲線下面積
curve 

AUCoぺ AUC 合omtime 0 to the last 0時間から最終の定量可能時点
quantifiable concentration までの AUC

AUCO_tau AUC over the dosing interval 0時間から投与問編時間までの
AUC 

BLI bioluminescense imaging 生物発光イメージング

BMC bone mineral content 骨塩量

BMD bone mineral density 骨密度

BMP bone morphogenetic proteins 骨形成たん白質

BSAP bone-specific alkaline phosphatase 骨型アノレカリホスファターゼ、

CD40L CD401igand CD40リガンド
CFU-M macrophage colony-forming unit マクロファージコロニー形成ユ

ニット

CHMP Committee for Medicinal Products ヒト用底薬品委員会
for Human Use 

Cmax maXllllUm serum concentratIon 最高血清中濃度

CPMP Committee for Proprietary Medicinal 歌州医薬品委員会
Products 

Cr creatmine クレアチニン

CSF圃1 colony stimulating factor-l コロニー刺激臨子ー l
CS九11 cross sectional monent of intertia 断匡一次モーメント

CT computed tomography コンゼュータ断層掻影法

CTX C-telopeptide じアロペプチド
Cyp cytochrome P450 チトクロム P450
DMBA dimethylbenzanthracene ジメチルベンズアントラセン

DR death receptor 細胞死受容体

DXA dual energy X-ray absorptiometry or 二重エネノレギーX線吸収測定法
dualXィayabsorptiometw 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 酵素免疫吸着測定
EMEA European Medicines Evaluation 欧州軍薬品審査庁

Agency 
ER estrogen receptor エストロゲン受容体

ET-l endotherin-l エンドセリン ω]

Fc crystallizable fragment of 免疫グロプリン結品化フラグメ
immunoglobulins ント

FcRn neonatal Fc receptor 新生仔Fc受容体
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路号 略していない表現(英) 略していない表現(日)

FDA Food and Drug Administration 食品産薬品局(米冨)
(United States) 

FGF fibroblast growth factor 線維芽細胞増殖因子

GLP good laboratory practice 医薬品の安全性に関する非臨床

試験の実施の基準

HCM Hypercalcemia of malignancy 悪性麓壌による高カルシウム血

症

hERG human ether-a-go剛gorelated gene ヒト急速活性型遅延整流カリウ

ムチャネル遺伝子

HPLC high performance liquid 両速液体クロマトグフフィー
chromatography 

HRP horseradish peroxidase 西洋ワサビベルオキシダーゼ

huRANKL humaninzed RANK ligand ヒトとマウスのキメラ RANKリ

ガンド

ICH International Conference on 日米EU霞薬品規制諦和国際会
Harmonisation of technical 議
requirements for registration of 
phannaceuticals for human use 

IGF insulin剛likegrowth factor インスリン様増殖因子

IKK トkappa-Bkinase アイカッパBキナーゼ

IL interleukin インターロイキン

Kd binding dissociation constant 解離平衡定数

KLH keyhole limpet hemocyanin キーホールリンベットヘモシア

ニン

LC恥1V lymphocytic choriomeningitis virus リンパ球性脈絡髄膜炎ウイノレス

Luc luciferase ノレシフェフーゼ

恥f圃CSF macrophage-colony stimulating マクロファージコロニー刺激因
factor 子

MHLW Ministry ofHealth， Labour， and 厚生労働省(日本)
Welfare (Japan 

MMTV mouse mammary tumor VlruS マウス乳腺腫療ウイノレス

MPA medroxyprogesterone acetate 酢酸メドロキシプロゲスアロン

NIH N ational Institute of Health 米盟国立衛生研究所

NK natural killer 

NOAEL no・observed-adverse-effectlevel 

NOEL no幽observed-effectlevel 

NTX N-telopeptide 

OECD Organisation for Economic 
Cooperation and Development 

ONJ osteonecrosis ofthe jaw 顎骨壊死

OPG osteoprotegenn オスァオプロアグリン

OPG-Fc recombinant construct consisting of 免疫グロプリン結晶化フラグメ
OPG attached to an immunoglobulin ントに結合させた OPG
crystallizable fragment 。、';X ovariectomized 卵巣摘出

PBS phosphate“buffered saline リン酸緩衝生理食塩液

PDGF platelet-derived growth factor 血小板由来増殖因子

PGE-2 prostaglandin E2 プロスタグフンジンE-2
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略号 絡していない表現(英) 略していない表現(日)

PK/PD phannacokinetics/phannacodynamics 薬物動態/薬力学

pQCT peripheral quantitative computed 末梢骨定量的コンピュータ断層
tomography 撮影法

PTHrP parathyroid honnone剛relatedpeptide 副甲状腺ホノレモン関連ペプチド

QCT quantitative computed tomography 定量的コンビュータ断層撮影法

QTc corrected QT 補正QT

RANK-Fc extracellular domain ofRANK RANK細胞外領域とれ領域との
linked to Fc 融合たん白質

RANKL RANK ligand (referred to as OPG 孔<¥NKリガンド(古い引用文献
ligand or TRANCE in older literature では、 OPGリガンド又は
citations ). TRANCEと称される)

RANKL欄HRP HRトlabeledRANKL HRP標識RANKL

SDS-PAGE sodium dodecyl ドプ、シル硫酸ナトリウムーポジ
sulfate-polyacrylamide gel アクリルアミドゲ、ル電気泳動
electrophoresis 

sp. specles 菌種

SRE skeletal related event(s) 骨関連事象

TGF幽9 transforming growth factor戸 形質転換増殖因子担

TNF tumor necl・osisfactor 腫蕩壊死医子

TRAIL tumor necrosis factor-related TNF隈連アポトーシス誘導リガ
apoptosis-inducing ligand ンド

TRAP tartrate幽resistantacid phosphatase 酒石酸抵抗性酸性ホスファター
ゼ、

uNTXICr urine NTX corrected for urine 尿中クレアチニン補正した尿中
creatmme NTX 

vB恥1D volumetric BMD 体積BMD

VEGF vascular endothelial growth factor lIIl管内皮増殖医子

Vss volume of distribution 分布容積

U弓ぜT wingless幽typeprotein ウイングレスタイプたん自費

WHO World Health Organization 世界保健機講
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2.4非臨床誌験の概括評価

デノスマブ(開発コードAMG162) は、 RANKリガンド (RANKL) と結合し、札I¥NKL

とRANKの相互作用を阻害する完全ヒト型 IgG2モノクロ一ナノレ抗体である。 RANKLは、

B重蕩壊死因子 (TNF) スーパーファミリーのメンバーの一つで、あり、骨を吸i訳する細胞(破

骨細胞)の形成、機能、及び生存に必要な経路における必須のメディエーターである。デノ

スマブは高い親和性及び特異性で孔I¥NKLと結合することで、その活性を中和し、破骨細胞

を介する骨代謝を抑制する。

デノスマブは、欧米をはじめとするt世界各国で、閉経後骨粗繋症及びがん患者のホルモン
抑制療法による骨量減少症の治療、関節リウマチ患者の骨披壊の抑制、前立腺癌の骨転移リ

スクの高い患者での骨転移の予防、骨転移を有する進行がん患者における骨関連事象 (SRE)

の予防、多発性骨髄腫の治療、豆細胞腫療の治療を対象に、アムジェン社によって開発が進

行中である。閉経後骨粗懸症及び前立腺癌患者におけるホノレモン抑制療法に伴う骨量減少を

適応症として欧州で2010年 5月に、閉経後骨粗繋症を溜応症として米国で2010年 6月に、

乳癌及び前立腺癌におけるホルモン抑制療法に伴う骨量減少を適応症として米国で2011年9

月に、デノスマブの製造販売が承認された。また、骨転移を有する固形癌患者の骨関連事象

の予防を適応症として米国で2010年 11月に、欧州で2011年 7月に承認を取得した。

日本国内では SREの予防、骨粗難症、リウマチの治療を対象に第一三共株式会社が開発を

進めている。今回の提出資料では、デノスマブ70mg/mLを液量 1.7mLとして皮下投与する

液剤の販売承認を申請する。骨に進行性悪性腫壌を有する患者に対する治療法として、デノ

スマブ、 120mgを4週間に 1閏皮下投与する予定である。疾患経過の性質を考慮し、デノス

マブ、は長期使用を意図している。

骨は前立腺癌において最も転移頻度が高い部位であり (Carlinand Andriole， 2000)、女性の

乳癌においても 2番目に多い転移部位である (Viadanaet al， 1973)。また、他の固形癌の患者

でも頻度の高い転移部位である (Coleman，1997)。進行した多発性骨髄腫では骨病変の頻度

が非常に高い (95%'""'-'100%)(Coleman， 1997)。骨の転移病巣のX輝検査上の様棺としては溶

骨性、造骨性、又は溶骨性と造骨性の混合型があり、いずれの場合でも骨代謝回転は上昇す

る。がん細胞は副甲状腺ホノレモン関連ペプチド (PTHrP)、インターロイキン (IL)幽1、及び

TNF-uなどの液性因子を産生し (Roodman，2001)、これらの因子が骨芽細胞や骨髄ストロー

マ細胞上の各々の受容体に結合して RANKLの産生を刺激する。骨微小環境中で孔I¥NKLの

濃度が上昇すると破骨細胞の成熟と活性化に至る。転移性骨疾患では、これら孔I¥NKL産生

刺激因子、 RANKL並びに破骨細胞活性化の上昇によって骨吸収が上昇した状態となってい

る。

骨転移に伴う破骨細胞の活性増強により、結果として臨床の観点からは、骨折、痛み緩和
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あるいは坊迫骨折の訪止のための放射線治療、骨に対する外科的処置、脊髄庄迫、悪性麓蕩

による高カルシウム血症 (HCM)が認められる。このうち、局所的な事象は SREと定義さ

れ、…方で HCMは全身性事象であり、 SREとはみなされない。ピスフオスフォネート系骨

吸q又抑制薬に屠する薬物は、非臨床モデノレ及び、臨床試験で、 SREを減少させることが示されて

いる (Santiniet al， 2009)。デノスマブは破骨細胞抑制作用を有するため、由形癌又は多発性

骨髄麓による骨病変を有する患者で SRE及びHCMの発生を減少させる効果が期待される。

破骨締砲の動員、活性化、又は活性の増加による骨吸収の増加は骨組慈症においても認め

られる現象であり、癌骨転移の生理学を理解するうえで、骨粗懇症の観点からの解析は重要

である。骨粗繋症は、骨折リスク増加の要国になる骨強度の低下(骨粗繋症の予防、診院号、

及び治療に関する NationalInstitutes ofHealth [NIH]コンセンサス開発会議、 2001)、及び二

重工ネルギーX線吸収測定法 (DXA)により瀦定する骨密度 (BMD)の減少を特徴とする骨

格疾患である (WorldHealth Organization [WHO]研究グソレープ、 1994)。また、骨粗繋症は、

閉経後女性では加齢によるエストロゲンレベルの低下した結果としてよくみられる疾患であ

る。骨量減少は、主として破骨細胞の動員、活性化、又は活性の増加による骨吸収の増加に

より引き起こされる。

非転移性乳癌又は前立腺癌のホノレモン抑制療法により、疾患再発及び総死亡率が減少する

(Goss et alラ2003、Messinget alラ1999、Bollaet al， 1997、Walsh，1997)。しかし、前立膿癌のア

ンドロゲンj除去療法、又は乳癌のアロマターゼ、姐害剤治療は、骨粗慈症や骨折を引き起こす

(Mincey et al， 2006、Diamondet al， 2004、Lesterand Coleman， 2005、Shahinianet al， 2005)。

原疾患の状態を問わず、骨吸収が増加し、それに伴い骨リモデリングの単位である基本細

胞単位レベノレで骨吸収優位となると、その結果として骨密度の減少、並びに骨形状及び微小

構造の劣化がもたらされる。この骨吸収の増加により、骨梁が崩壊し、海綿骨及び皮質骨の

非薄化、並びに皮質骨多孔化の可能性が高まる (Seemanand Delmas， 2006)。

非臨床試験の概括はモジュール4に記載した薬理、薬物動態、毒性試験成績をまとめたも

のであり、さらに臨床における安全性について考察を加えた。モジュール4に添付した報告

書の一覧を第7嘆に示す。なお、本非臨床概括評価中では、各項に記載した試験報告書及び

該当する概要表への相五参照を表示した。
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1. 非臨床試験計闇概略

デノスマブの非臨床試験は、バイオ医薬品の標準的な開発手法 (Olejniczaket al， 2001) に

従い、規制ガイダンスを遵守して計繭された。本申請資料に含まれる薬理及び薬物動態試験

のほとんどをアムジェン杜にて実施し、毒性試験を外部受託機関で実施した。デノスマブは

原疾患を問わず、骨吸収が上昇する病的疾患に対して効果を示すことが期待されていること

から、非臨床試験においては、今回の承認申請の対象である癌骨転移に加え、骨粗懸症の試

験結果も示されている。デノスマブ、の生物学的活性は霊長類に特異的であるため、骨粗菜室症

治療薬の開発で通常使用するげっ歯類モデ、ノレ(米匡食品医薬品局 [USFDA] 1994;欧州医薬

品委員会 [CPMP]IEWP/552/95 rev 2)を用いた試験は実施しなかった。代替としてオステオ

プロテゲリン(OPG)トランスジェニックあるいはヒトとマウスのキメラ恥生NKL(hu孔生NKL)

を発現するノックインマウスを用いた試験を実施した。OPGは内因性RANKL阻害剤であり、

組換え型 OPGは、霊長類、ラット、及びマウスなどの様々な動物種において RANKLを効果

的に抱害する。各種骨疾患の非臨床モデルでの孔生NKL阻害作用を検討する際、デノスマブ

が霊長類の RANKLのみを認識する理由から、サロゲートとして組換え型 OPGを使用した。

また、 huRANKLノックインマウスにデノスマブ投与することで、デノスマブ?の薬力学的特

性に関する新たな知見が得られている。毒性試験は、本非臨床の文書の該当項に示すとおり、

WICH S6 rバイオテクノロジ-~用医薬品の非臨床における安全性評錨J (平成 12年2月

22日付底薬審第 326号)、以下ICHS6~ で示されている指針に準拠して実施した。通常傭

53IJの試験として実施するいくつかの毒性評価については反復投与毒性試験の中に組み入れて

評価した。また、デノスマブ、の安全性プロファイノレ評価に適切ではないと判断したいくつか

の毒性試験については実施していない。

非臨床薬力学試験では、用量反応性を評価できる用量を設定した。各毒性試験では、十分

な曝露が得られ、全身作用が生じる用量を設定した。毒性試験の投与スケジュールは、試験

系における有害作用が最大限検出可能となるようにする一方、デノスマブ、の血中半減期及び、

用いた動物種での免疫課性を考慮、して設定した。また、長期投与試験では、デノスマブ、の適

切な曝露を維持するため、薬離に対する免疫反応に合わせて、投与量を高くする必要が生じ

た。各試験の低用量は、無影響量(NOEL)又は無毒性量(NOAEL)となるよう設定した (Dorato

and Engelhardt， 2005)。

毒性試験、トキシコキネティックス試験、及び2つの薬力学試験(試験報告書 103981及び

106564)、並びに薬物動態/薬力学 (PK/PD)試験(試験報告書 101398)は、医薬品の安全

性に関する非臨床試験の実施の基準 (GLP) に準拠して実施しており、経済協力開発機講

(OECD)及び日本の厚生労働省 (MHLW)の基準に適合している。その他の薬理及び薬物

動態試験は上記の法的規制下で実施しなかった。また試験実施に際しては、その他該当する

ICH及び欧州陸薬品審査庁のヒト用医薬品委員会 (CHMP)ガイダンス文書を参燕した。
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2.4非臨床試験の概括評嫡
ヂノスマブ

1.1 非臨床における問題点

デノスマブ、の開発中に確認された非臨床安全性で揖題となりうる事項は数及び範囲が限ら

れていた。こうした問題点としては、血清カルシウムの一過性の減少、霊長類で認められた

中和抗体の生成による薬物曝露の減少と生物学的活性の減弱、'慢性毒性試験における死亡、

骨折治癒への影響の可能性、免疫系への影響の可能性、及び血管系への影響の可能性などが

挙げられる。デノスマブの安全性評価に対するこれらの問題の関連性及び患者への影響を以

に考察する。

1.2 非臨床試験の主な結論

TNFスーパーファミリーのメンバーの一つで、ある孔<¥NK/RANKL系は、破骨細胞の

形成、機能、及び生存における必須のメディエーターである。

デノスマプは、完全ヒト型 IgG2モノクローナノレ抗体であり、ヒトの札生NKL及び非

ヒト霊長類の孔<¥NKLと結合し、その活性を中和するが、げっ歯類の RANKLとは

結合しなかった。

OPGは内因性の RANKL阻害剤であり、デノスマブと同様の作用機序を有する。組

換え型ヒト OPGはげっ歯類の孔生NKLを阻害することから、種々の非臨床モデ、ノレに

おいて RANKL阻害の薬理作用を検討するために用いられた。免疫グロプリン結晶

化フラグメント (Fc)をOPGに結合させ (OPG幽Fc)、動物モデ、/レで、の薬理活性の発

現を向上させた。

In vitroでRANKLを阻害してもヒト乳癌、黒色臆、及び前立腺癌の細胞増殖に対す

る影響は認められなかったが、札<¥NKL誘導性細胞遊走は抑制された。

OPG-Fcをマウスに投与したところ、様々なモデ、ルにてヒト乳癌細胞の骨転移の定

着及び進行が有意に抑制されるとともに、溶骨性及び溶骨性と造骨性の混合型病変

が抑制された。また、エストログン受容体アンタゴニストであるタモキシフェンと

の併用により、骨撞蕩組織量抑制の相加効果が認められたc

OPG-Fcをマウスに投与したところ、ヒト前立腺癌の骨転移における定着及び進行

が有意に抑制されるとともに、溶骨性病変が抑制された、また、有糸分裂阻害剤で

あるドセタキセノレとの併用により、骨腫蕩組織量抑制の相加効果が認められた。

OPG幽Fcをマウスに投与したところ、様々なモデルにてヒト肺描の骨転移の定着及

び進行が有意に抑制されるとともに、溶骨性病変が持餅された。また、有糸分裂阻

害剤であるドセタキセノレとの併用により、骨腫虜組織量抑制の棺加効果が認、められ

た。

溶骨性、溶骨性と造骨性の混合型、及び造骨性の骨転移モデノレにおいて RANKL阻

害の有効性が示された。

RANKI孔<¥NKL系は乳腺上皮細胞の増殖に重要な役割をしており、マウス乳房発癌

モデルにおいて、孔生NKL姐害による腫蕩形成の顕著な減少が確認された。

成熟卵巣描出 (OVX)サノレにデノスマブを投与したところ、海綿骨及び皮質骨の骨
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2.4非観掠試験の概括評価
デノスマブ

量、骨密度、及び骨強度の急速で有意な増加が認められた。この作用は骨吸収抑制

部としての薬力学作用によるものである。

大腿骨関鎖性骨折を施した huRANKLノックインマウスにデノスマブ、を投与すると、

仮骨部位及び仮骨体積の増加が認められ、仮骨における破骨細胞数が減少し、骨折

部位の仮骨のリモデリングが遅延したが、骨折部位の骨強度は低下しなかった。

組織交差反応性試験の結果、デノスマブは、他のTNFスーパーファミリー、特に

TNF関連アポトーシス誘導リガンド (T孔叫L)の発現が知られている組織には結合

しなかった。

デノスマブ、が動物に心鼠管リスクを惹起したことを示す徴候はみられなかった。

デノスマブが用量に対して非線形の薬物動態を示す理由は、 2つの消失経路が関与

している可能性が考えられ、一つは孔久NKL結合が関連する飽和性の経路、もう一

つは新生仔型Fc受容体 (FcRn)が関与する細網内皮系の細胞による非特異的異化

経路である。

骨中へのデノスマブの分布あるいは残留の痕跡はみられなかった。

非臨床のデータを総合すると、ヂノスマブ、投与による成獣の免疫系への有害作用は

ないことが示唆された。デノスマブを器官形成期から分娩までの期間皮下投与した

場合、孔生NKI孔<¥NKLノックアウト動物と同様に末梢リンパ節の形成不全が引き起

こされた。

デノスマブはサノレにおいて高い免疫原性を示し、結合抗体及び中和抗体の生成が認

められたことから、長期投与試験ではより高用量投与が必要となった。

一般毒性試験で認められたデノスマブ投与に関連した所見は、デノスマブ、の薬理作

用に起因すると考えられる若齢サルで、の骨端成長板の肥大のみで、あった。

デノスマブ、は唯雄の受胎能への作用に対する危険性を示さなかったが、器宮形成期

から分娩までの期間、サノレに皮下投与した結果、胎児死亡・死産の増加、出生児の

死亡の増加、骨の形態異常、末梢リンパ節の形成不全などの発生異常が認められた。

新生仔ラットにおいて孔生NKL~且害による骨量及び骨強度の増加、大腿骨靭性の低

下、歯牙萌出の阻害、及び長軸方向の骨成長の抑制が認められた。孔<¥NKL~旦害を

中止した後には、部分的に回復が認められた。

1.3 理化学的考察

デノスマブは、完全ヒト型 IgG2モノクローナル抗体で、あり、ヒト RANKLと結合し、その

活性を中和する。デノスマブを一定の管理条件下で、チャイニーズハムスター卵巣細胞株

CHOに発現させている(全体的な品質に関する詳細についてはモジューノレ2.3参照)。デノ

スマブの問…性及ひ

(ωSDS-乎PAGE日)、高速液体クロマトグラフィー (HPLC;サイズ排除、陽イオン交換)、及び

デノスマブ、に特異的な抗原を用いたイムノアッセイにより確認する。精製デノスマブ、の力価

はinvitroアッセイ系を用いて測定する。デノスマブは、ガラス製パイアルに充填し、たん自
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2.4非臨床試験の概括評鏑
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質濃度70mg/mLの防腐剤を含まない無菌・無色~淡黄色の澄明又はわずかに乳白光を呈する

注射離として調製される。製弗iは酢酸、水酸化ナトリウム及び D・ソルビトーノレを含み、 pH

を5.2に調整される。製剤に含まれる添加物に毒性学的懸念を示すものはない。

デノスマブは、 CP1と呼ばれる実生産向けに開発した製法を用いて初期製造されたが、そ

の後、生産量を上げ、かっ安定な工程となるよう、より実生産向けに改善され、最適な製法

(CP2)が開発されている。臨床開発をサポートするために実施した主要な毒性試験ではCP1

工程により製造した被験物質を使用した(モジューノレ 3.2.S.2.6、製造工程の開発経緯参照)。

CP2への工程改善により、デノスマブの生化学的特性解析において、何ら問題となる差異は

みられなかった(モジューノレ3.2.S.3、特性解析参照)。したがって、 CP1を舟いて実施した

毒性試験は十分なものであり、改良工程にて製造した被験物質を臨床試験プログラムへ導入

するための動物を用いた追加毒性試験は必要ないと判断した。一方で、サルのPKlPD比較試

験(試験報告書 103948)を実施して、 CP2における綿胞培養培地及び精製工種の変更が生物

学的活性に及ぼす影響を検討した(モジュール3.2.Sユ6、製造工程の梼発経緯、及びモジュ
ーノレ2.6.4第 8.3項参照)。すなわち、 0.1mg/kgのCP1又はCP2デノスマブを雌カニクイザ

ノレに単田皮下投与し、デノスマブの血清中濃度及び骨代謝マーカーの血清又は尿中濃度を、

間隔を霊いて投与後 672時間まで評価した。多くの個体 (16例中 13例)で、抗デノスマブ

抗体の発現による、急速なデノスマブ、の消失が確認された。このことは、反復投与毒性試験

での所見と一致していた。 336時間までに抗デノスマブ抗体を発現しなかった動物において、

CP1及びCP2を投与した動物の最高血清中濃度 (CmaJの平均値の差及び濃度一時間曲線下

面積 (AUC)の0"-'336時間の値 (AUC0-336 hr) の平均値の差は、それぞれ23%未満及び 16%

未満であった。さらに、 CP1又はCP2のいずれを投与した動物においても、骨代謝マーカー

の全体的な変化は問様であった。以上のデータから、製造工程CP2への改善は、サルのPK/PD

パラメータに対して有意な影響を及ぼさないことが示された。生化学データ及び非臨床

PKlPDデータと、デノスマブの臨床生物薬剤学試験の結果(モジュール2.5第2項及びモジ

ューノレ2.7.1参照)を総合すると、市販用に供する予定である煎薬及び製蕪は、主要な非臨

床試験で使用した被験物質と同等/陪震であることが示された。
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2. 薬理試験

これまでに得られた幅広い情報から、デノスマブの生物学的活性の性質が明らかになり、

その細胞レベルでの作用メカニズムを考察することが可能となった(モジュール2.6.2参照)。

破骨締結による骨吸収及び骨芽細協による骨形成により骨のリモデリングが行われる。こ

の過程では、破骨細胞及び骨芽細賂が時間的、空間的に共役して基本細胞単位を構成し、骨

の除去及び置換が連携して生じる。骨のリモデリングは、骨代謝自転の速度により評価する

ことができ、それは破骨細胞と骨芽細胞の活性化の頻度及び活性の度合い、並びに基本細胞

単位の終結速度に依存している。骨表面で破骨細胞による骨吸収が始まることにより、新た

な基本細胞単位が形成される (Burrand Martinラ1989)。骨芽細胞は、カルシウム調節ホノレモ

ン及びサイトカインの受容体を有し、破骨細胞の局所的な動員及び活性を調節しており、骨

リモデリングの制御に主要な役割を果たしていると考えられる (Rodanand Martinラ1981)。

また、骨は血清カノレシウムの'恒常性を維持する上で重要な役割を果たしていることから、

RANKL姐害が、カノレシウムの制御に影響を及ぼす可能性が考えられる。加えて、加齢やエ

ストロゲン欠乏により、骨形成(骨芽細胞性)と骨吸収(破骨細胞性)のバランスが崩れ、

ひいては、全身性の骨粗繋症が引き起こされる。

RANKlRANKL系は、破骨細胞の形成、機能、及び生存における必須のメディエーターで

ある (Teitelbaumand Ross， 2003) 0 RANKLは、破骨細胞前駆細胞及び成熟破骨締胞上で孔生NK

と結合して前駆細胞の破骨細胞への分化を促進し、また成熟破骨細抱を刺激して骨吸q又を促

進する。また、 OPGは、 RANKLと結合してその作用を遮断することにより骨量を増加させ

る内菌性の可溶性デ、コイ受容体である (Laceyet al， 1998)。したがって骨吸収の光進を伴う

疾患に対しては、孔久NKLの阻害は生物学的に妥当な治療標的である。

破骨細胞による骨吸収は、悪性腫壌に伴って生じる SREに不可欠の要素であり (Roodman，

2004、Roodmanand Dougall， 2008)、破骨細胞による骨吸収の阻害剤であるピスフォスフォネ

ート類は、 SREを減少させる臨床効果を示す (Santiniet al， 2009)。また、骨転移の定着にお

いても破骨細胞による骨吸収の役割が示唆されており、破骨細胞の阻害によって骨転移の定

着及び進行が遅延するとの仮説も立てられている。破骨細胞の分化、機能、及び生存におい

て孔<¥NKL経路が極めて重要な役割を担うことを前提にすると、デノスマブが SREの抑制に

対して臨床的有効性を示すことが予測されるとともに、骨転移の定着及び進行の抑制に対す

る潜在的効果も期待される。

OPGは、孔久NKLと結合しその作用を阻害するという、デノスマブと同じ作用機序を有し

ており、組換え型OPGをマウス及びラットに投与すると、破骨細胞の分化及び活性化が抑制

され、骨吸収が抑制される (Laceyet al， 1998、Ominskyet alヲ2008)。デノスマブ1土げっ歯類

の孔<¥NKLを認識しないが、デノスマブの薬力学作用機序が OPGと同様であることから、げ
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っ歯類を用いて実施した試験では組換え型 OPGを使用した。これらの試験は、効力を裏づけ

る薬力学作用、 RANKLの骨質に対する作用、並びに骨転移の定着及ひ、進行について考察す

る上で、適切と考えられた。OPGとデノスマブの活性における唯一の相違点は、OPGがT孔生IL

に対して低いながらも結合親和性を有することである (Johnstoneet al， 2008) 0 T孔生ILはサイ

トカインである TNFスーパーファミジーのメンバーの一つであり、細胞死受容体4及び 5

(DR4及びDR5)に結合した後に細胞にアポトーシスを誘導する (Mahalinghamet al， 2009)。

T孔生ILはがん細胞に対するアポトーシスを誘導するが、 invivo試験で使用したモデソレ動物で

は、 OPGがT孔生ILに結合してしまうことで、腫壌の進行、及び較移に対する抑制作用が減

弱されることも想定される。このため、骨転移の治療におけるデノスマブ、の臨床的有効性は

OPGで、は過小評価される可能性がある。

2.1 効力を裏付ける試験

2.1.1 In vitro試験

デノスマブは解離平衡定数 (Kd) 3 x 10-
12 Mでヒト孔生NKLと結合し、その結合は可溶型及

び膜結合型のヒト孔<¥NKLfこ特異的である。デノスマブ1土T孔生IL(DR4及びDR5のリガンド)、

TN旬、 TNF-s、又はCD40リガンド (CD40L)とは結合しなかった(試験報告書咽.51)。

一方で、 OPGは孔生NKLだけでなく、 TRAILとも結合することが報告されている (Trunehet al， 

2000)。デノスマブ、のRANKL結合部位はカニクイザ、ルとヒトとの間で完全に相同であり、こ

の2つの種聞におけるデノスマブの薬力学及び薬物動態(モジュール2.6.4参照)の特性は

非常に類似していたことから、カニクイザノレはデ、ノスマブ、の薬理及び毒性の検討に適した種

であると考えられる。一方で、デノスマブは、マウス又はラットの内因性RANKLに対して活

性を示さないため、デノスマブの生物学的活性をげっ歯類で、示すことはできない(試験報告

書唱.30)。そこで、 トランスジェニック、ノックイン、ノックアウト、及びサロゲート

分子を用いた種々のげっ歯類モデ、ルにて、デノスマブ、の薬力学的メカニズ、ムを検討した(第

2.1.3項参照)。以上より、デノスマブは孔<¥NKL特異的でありげっ歯類の孔<¥NKLに活性を示

さず、デノスマブ、を研究するのに適した動物種は非ヒト霊長類のみであることが示されてい

る。

2.1.2 In vivo試験

デノスマブはヒトの RANKL及び非ヒト霊長類の孔生NKLのみを認識して阻害するため、

カニクイザルを毒性及び薬力学試験の最適な動物モデ、ノレとして選定した (Kimmel，1996)。

非げっ歯類の選定は、閉経後骨粗意症の治療に使用する薬剤の評価に関する既存の規制ガイ

ダンスに準拠している (USFDA 1994; CPMP/EWP/552/95 rev 2)。一方で、デノスマブには

種特異性があることから、骨粗軽症にて一般的に用いられるげっ歯類モデルを評価すること

は不可能であった。

孔生NKLの結合部位における相同性はイヌでも類似していたが、イヌを用いた試験では、
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2.4非臨床試験の概括評価
デメスマブ

免疫学的評価項目を解析するための細胞化学試薬が入手できないこと、骨粗軽症治療薬の作

用に関連した背景データがないこと、OVX後の非ヒト霊長類とは骨生物学的に差異がみられ

たこと、また非ヒト霊長類よりも強い抗薬物抗体反応を示す傾向が認められたなどの理由に

より、イヌをデノスマブの薬効評価試験の第ニの非げっ歯類動物種として選定しなかった。

デノスマブを用いた評価は霊長類モデ、ルに限定されるものの、骨疾患と癌転移のげっ歯類

モデルにおける薬力学データから、 OPGがデノスマブの適切なサロゲートであることが示さ

れた。前述のように、骨において OPG及びデノスマブはRANKLを阻害するという同様の作

用機序を示す。 OPGがinvivoにおいてデノスマプの適切なサロゲートであるととを確認す

るために、 OPG及びデノスマブ、のいずれもが結合反応を示す遺伝子組換えマウスを作出し、

両者の骨に対する作用を比較した。ノックイン技術により、マウス RANKL遺伝子の第5エ

クソンをヒト RANKL遺伝子の第 5エクソンに置き換え、デノスマプ反応性を検討したロと

のノックインマウスに発現するヒトとマウスのキメラ RANKL(huRANKL)はヒト RANKL

に対する酵素免疫吸着測定 (ELISA)法により認識され、またデノスマブにより阻害された。

組織学的解析による破骨細胞面の割合の減少、また、生化学的解析による破骨細胞活性のマ

ーカーである血清中酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼアイソフォーム 5b(TRAP5b)の低下

の結果から、組換え型OPG及びデノスマブ、 (5mg/kg、皮下投与、週2回)が類似した骨吸

収の低下作用を示すことが明らかとなった。末梢骨定量的コンピュータ断層撮影法 (pQCT)

による評価では、これらの作用は体積BMD(vBMD)の増加と一致していた。さらに、これ

らのマウスの応答性は、投与期間中の週齢の影響を受けなかった(試験報告書唱齢21及

び咽骨30、K凶 enuiket al， 2009)。

がんの増殖及び転移の非臨床モデ、ノレの大多数がげっ歯類に限定されることから(大きな理

由として、ヒトの培養がん細胞株が生着可能な免疫不全の動物系統が限られていることが挙

げられる)、公表されているデータセットの大多数はげっ歯類モデ、ルで、ある。したがって、げ

っ歯類モデ、ルを用いて SREの抑制を裏付ける非臨床データを得た。ただ、し、デノスマブfはげ

っ歯類において薬理活性を示さないため、この類の実験においてはRANKL阻害剤である組

換え型OPGをデノスマブ、のサロゲートとして使用した。また、 huRANKLのノックインマウ

スは免疫が正常であり外来細胞を拒絶することから、典型的なヒトのがんの異種移植片移植

を実施することはできなかった。

2.1.2.1 種々の癌骨転移モデルにおける RANK阻害の効果

乳癌、前立腺癌、及び肺癌のヒト腫蕩細胞株のマウス骨転移モデルを使用し、悪性腫壌に

よる SREに対する RANKL阻害の有効性を非臨床試験にて評価した。

エストロゲン受容体陰性 (ERー)ヒト乳癌細胞株 MDA-MB・231のルシフエラーゼ (Luc)

発現株 (MDA幽MB圃231FllLuc)のマウス骨転移モデ、ノレにおいて、骨髄に腫療が定着すると溶

14 



2.4非臨床試験の概括評価
ヂノスマブ

媒コントローノレ群で、はマウスの破骨細胞数が増加し、海綿骨が顕著に消失した (Moronyet al， 

2001)。このモデルに OPG・.Fcを投与(以下 OPG-Fcは皮下投与)した場合、骨の麓療組織量

の増加及び溶骨性病変の進行が用量依存的に脊意に減少し、生存期間が延長した(試験報告

書R2006160及びR2006161)。また、それに伴って破骨細胞数も減少した (Canonet al， 2008)。

エストロゲン受容体陽性 (ER+) ヒト乳癌細胞株MCF-7のLuc発現株 (MCF-7Luc) を用い

たマウス骨転移モデ、ノレにおいても、 OPG-Fcを投与したところ、骨の麗蕩組織量増加が有意

に抑制され、溶骨性病変の進行が抑制され、循環血中の骨吸収マーカー値の上昇が抑制され

た(試験報告書R20080161及びR20080162)0 ER+癌細胞に対し阻害作用を有するエストロ

ゲン受容体アンタゴ、ニスト(タモキシフェン)投与後にも、同様に骨の麗場組織量の増加の

抑制及び溶骨性病変の進行の抑制が認められ(図 2ぺ、密 2・2、試験報告書R20080162)、OPG幽Fc

とタモキシフェンとを併用したときに臆蕩組織最に対する相加作用が確認された(罰2・2、

試験報告書 R20080162)。
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Vehicle OPG Tamoxifen Tamoxifen+OPG 

臆疹移植後 36日留に X線解析を実施した。ただし、腫蕩移植を 0日間(以下同様)に実施した。各群に
おける溶骨性病変面積の平均を菌検化したイメージ箇像から MetaMorphイメージ解析ソフトウエアを用い
て測定したo OPG-Fc (図中 OPGと記載、 3mg!kg、週3回、皮下投与)とタモキシフェン(鴎中 Tamoxifen
と記載、 0.1mg、週 5凹、腹腔内投与)を単独あるいは併用で腫蕩移植後 713 elから投与開始した。データ
は平均病変面積÷標準誤蓑を示す (10例/群)0 Bonferroni/Dunn検定による統計解析を実施した。 溶媒コ
ントローノレ群と比較してすべての群が統計的有意差を示した。
出典:試験報告書 R20080162

醤 2嶋? ヒト乳癌細胞株 MCド7Luc骨転移モデルにおける溶骨性病変の面積!こ対する

OPG-Fc単独あるいはタモキシフェンとの併用効果 (36回目)
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2.4非臨床試験の概括評価

* p < 0.0001 (vs. OPG) 

** p = 0.0132 (vs. Tamoxifen) 

* 

OPG Tamoxifen Tamoxifen 

+OPG 

生物発光イメージング (BLI)を用いて腹蕩組織量を計測し、各処置群の 6日目に対する 41S自の躍蕩
量の比を算出した。溶媒コントロール群においては、この時点、 (41日目)の BLI測定を実施しなかった。

媛場移植後 7回目から 41日目の試験終了後まで OPG輔Fc(函中 OPGと記載、 3mg/kg、週 3回、皮下投与)

とタモキシフェン(図中 Tamoxifenと記載、 0.1mg、遺 5回、腹腔内投与)を単独あるいは併用にて投与し

た。データは平均BLI比十標準誤差を示す (10OiJ/群)0 BonferronilDunn検定による統計解析を実施した。
併用群は各々の単独群に対して統計的有意差を示した。

出典:試験報告書 R20080162

図2-2 ヒト乳癌細胞株 MCF・-7Luc骨転移モデルにおける後肢の骨麓癒組織量に対する

OPG-Fc単独あるいはタモキシフヱンとの併用効果の比較 (6日岳に対する 41回目の比)

また、マウスの OPG・-Fc前投与により、新規の骨転移形成及び溶骨性病変の進行が遅延あ

るいは抑制され、循環血中の骨吸収マーカー値が抑制された(試験報告書R20070953)。

同様に、ヒト前立腺癌紹胞株PC-3のLuc発現株(PC-3Luc)のマウス骨転移モデ、/レにOPG-Fc

を投与したところ、骨の臆蕩組織量の増加及び溶骨性病変の進行が存意に抑制され(歯 2・3、

図2-4)、循環血中の骨吸収マーカー値が有意に減少した(試験報告書R20080083)。この効果

は高用量の有糸分裂槌害剤(ドセタキセノレ)と類似していた。さらに、 OPG-Fcをドセタキ

セノレと併用したとき、骨麗揚組織量に対する効果は梧加的であった(閣 2-4)。
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+ Docetaxel 5 + Docetaxel 5 + Docetaxel10 + Docetaxel 10 

躍蕩移植後27日目に大腿骨と腔骨のX線による病変面積の解析を行った。 OPG-Fc(毘中 OPGと記載、
3.0 mg/kg、週3回、皮下投与、 11日目から 28日限)単独、あるいはドセタキセノレ(留中 Docetaxelと記載、
5又は10mg/kg、腹腔内投与、IlSelと18S自に投与)との併用にて投与した。リン酸緩衝生理食塩液(PBS)、
生理食塩水 (saline)をどそれぞれ溶媒コントロールとして用いた。データは平均病変面積+標準誤差を示す
(8例/群)。溶媒コントロールを対照としたDunne社検定による統計解析を実施した。

出典:試験報告書 R20080083

図2-3 ヒト前立膿癌細胞株 PC・-3Luc骨転移モデル!こおける溶膏性病変の面積に対する

OPG-Fc単独あるいはドセタキセルとの併用効果
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藤療移植後28日目に骨E霊場組織最を組織学的に解析した。 OPG-Fc(圏中 OPGと記載、 3.0mg/kg、適3
回、皮下投与、 11日目から 28日目)単独、 ドセタキセノレ(間中 Docetaxelと記載、 5又は 10mg/kg、腹腔内

投与、 11S目と 18日尽に投与)単独、あるいは両者の併用にて投与した。データは平均骨腫蕩面積+標

準誤差を示す (8例/群)。統計解析は SASソフトウエアを用いて溶媒コントローノレに対する Tukey多重比
較検定を実施した。 OPG-Fc単独あるいはドセタキセルとの併用により組織学的に見られる骨内の媛猿面積
が有意に低下した。

出典:試験報告書 R20080083

臨2-4 ヒト都立膿癌細胞株 PC・3Luc脅転移モデルにおける骨腫蟻組織量に対する

OPG平c単独あるいはドセタキセルとの併用効果
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2.4非臨床試験の概括評価
ヂノスマブ

ヒト非小細胞肺癌のマウス骨転移モデ、/レで、は、 OPG崎町を投与したところ骨の麓癖組織量

の増加が有意に抑制され、溶骨性病変の拡大が有意に抑制され(図 2づ、図 2-6)、循環血中

の骨吸収マーカー値の上昇が有意に抑制された(試験報告書R20070963、R20080310、

R20080331、及びR20080332)。この効果はドセタキセル投与よりも高かった(閤 2-5、関 2-6)。
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PBS + Saline 

* p < 0.0001 
** p = 0.0307 

方
Z
2
4

* 
OPG + Docetaxel 

E重蕩移植後23日目に大腿骨と経骨のX線による病変面積の解析を行った。 PBSあるいはOPG-Fc(図中
OPGと記載、 3mg/kg、皮下投与)を適3田投与した。生理食塩水あるいはドセタキセノレ(闘中 Docetaxel
と記載、 15mg/kg、腹腔内投与)を週1田投与した。データは平均病変面積+標準誤差を示す (7又は8
例/群)0Dunn出検定による統計解析を実施した。
出典:試験報告書 R20080332

関2る とト非小細胞肺癌縮担株 H1299骨転移モデルにおける溶脅性荊変面積に対する

OPG-Fc単独あるいはドセタキセルとの併用効果
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2.4非臨床試験の概括評価

** 
* P < 0.0001 

** P = 0.0024 

* =ー

OPG + Saline PBS + Docetaxel OPG + Docetaxel 

麗蕩移植後23日尽の骨内に臆療面積を組織学的に測定した。 PBSあるいはOPG-Fc(図中OPGと記載、
3 mg/kg、皮下投与);を適3回投与した。生理会坂水あるいはドセタキセノレ(圏中Docetaxelと記載、 15mg/kg、
腹腔内投与)を適 1@]投与した。データは平均腫療活穣十標準誤差を示す (7又は8例/群)0 Dunnett検
定による統計解析を実施した。 OPGヂc単独あるいはドセタキセルとの併用は組織学的にみた骨内の腫療面
積を有意に減少させた。
出典:試験報告書 R20080332

図 2-6 ヒト非小細胞肺癌細胞株 H1299脅転移モデルにおける瞥腰蕩組織量に対する

OPG不c単独あるいはドセタキセルとの併用効果

以上より、 OPG・.Fcによる孔<¥NKL阻害にて、溶骨性病変の進展、骨転移の定着及び進行が

強く抑制され、循環血中の骨吸収マーカー値の上昇抑制と相関していた。これらの結果は、

孔<¥NKL組審により予想、された薬理活性と一致する。

RANKLはマウスの乳腺の発達にも寄与している。RANK/RANKLノックアウトマウスにお

いて妊娠時の乳房組織の発達は正常であるが、妊娠後期に至ると小葉腺胞の発達と乳汁の分

泌が起こらなくなる (Fataet al， 2000、第2ユ2項参照)。一方で、乳腺にて RANKを過剰発
現しているトランスジェニックマウスでは妊娠時に恒常的な乳腺上皮細胞の増殖が見られる

(Gonzalez-Suarez et al， 2007)。そこで、野生霊マウスあるいはマウス乳膜臆蕩ウイルス

(MMTV)プロモーターを用いた孔生NKを乳腺にて過剰発現する遺伝子組換えマウス

(MMTV-RANKトランスジェニックマウス)を用い、乳房麓壌の誘発/促進モデ、ノレにて、乳

腺の増殖及び腫療形成への RANKLの役割を検討した。マウスを発がん物質ジメチルベンズ

アントラセン (DMBA)に曝露させ、酢酸メドロキシプロゲステロン (MPA)にて誘発促進

すると、野生型と比較して孔久NKを過剰発現しているマウスでは乳房の腫蕩形成時期が早ま

り、乳腺上皮細胞の増殖が尤進した(試験報告書R20090211)0 RANK細胞外領域と Fc領域

との融合たん自質である組換え型RANK崎Fcにて孔<¥NKLを臨書すると、野生型、

MMTV-札生NKトランスジェニックマウス双方において、麗療増殖の低下、麗蕩発生時期の遅
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2.4非臨床誤験の概括評価
ヂノスマブ

延、目重蕩形成と進行の低下がみられた。これらの結果は乳腺上皮細胞の増殖低下並びにサイ

クリンDlの発現低下と梧関していた(試験報告書R20090211)。

2.1.2.2 骨震に対する RANKL国寄の作用

毒性試験からはデノスマブ、の有効性を示す評価項目に関しでも多くの知見が得られ、その

知克をもとにその後の骨質試験を計画した。若齢無去勢カニクイザノレにデ、ノスマブ 1mg/kg 

を単回皮下投与すると、血清中N幽テロペプチド(血清中NTX)をサロゲートマーカーとし

た場合、速やかかっ有意な骨吸収抑制が示された(試験報告書 101447)。また、デノスマブ

を丹 l回、 12ヵ月間投与した若齢無去勢カニクイザルにおいては、大腿骨骨幹部の骨塩量

(BMC)と、岡部位で実施した三点、曲げ試験における骨強度の聞に相関性が認められた(試

験報告書 102090)。

代表的な骨粗繋症の動物モデ、/レとして、成熟 (9'-""'16歳)OVXカニクイザノレを用いて、デ

ノスマプ 25又は50mg/ぬを月 1呂、長期間 (16ヵ丹間)皮下投与した場合の海綿骨及び皮

質骨量、骨密度、骨形状、さらに骨代謝回転に対する効果を検討した(試験報告書 103981)。

本試験においては、それ以前に実施した試験結果から想定されたとおりの結果が得られた。

具体的には、 OVX溶媒コントロール群又は偽手術溶媒コントローノレ群と比較して、 OVXデ

ノスマブ投与群では骨形成マーカーである血清中骨型アルカリホスファターゼ (BSAP)、骨

吸収マーカーである血清中 C-テロペプチド (CTX)及び尿中N-テロペプチド(尿中 NTX)

を尿中クレアチニン (Cr)で補正した尿中NTX(uNTX/Cr)が急速かつ有意に低下した。腰

推、大腿骨近位部、大腿骨頚部、及び腔骨骨幹部の BMDが増加した。特に、 OVX溶媒コン

トロール群で、は偽手術溶媒コントローノレ群と比較して榛骨遠位部及び腔骨近位部骨幹端の海

綿骨vBMDが有意に減少したが、デノスマブはこの OVXによる海綿骨量の減少を完全に紡

止した。また、経骨骨幹部においてはデノスマプ投与により皮質骨外膜周囲長が増加傾向を、

また骨内膜周囲長が減少額向を示したことから、断面ニ次モーメント (CSMI)が有意に高値

を示した。これらの結果から、デノスマブにより骨質を表す血中マーカーの改善、骨吸収の

抑制、及び骨密度の増加が認められ、それにより骨強度が改善されることが示された。

成熟OVXカニクイザノレを用いて、アレンドロネート(ピスフォスフォネート系骨吸収抑制

薬)を6ヵ月期投与した後デノスマブ (25mg/kg、皮下投与、月 l回)に切り替えた場合の骨

密度、骨強度、及び血清カノレシウムに対する影響についても評倍した(試験報告書106564)。

アレンドロネートからデノスマブに切り替えると、アレンドロネートの投与を継続した場合

と比較して、骨吸収はさらに抑制され、その結果、全身、腰椎、及び榛骨遠位部のBMDはア

レンドロネート投与時よりも増加した。なお、骨強度や他の骨質ノ号ラメータに対して悪影響

は認められなかった。アレンドロネート又はデノスマブを投与したサルで、は、投与後一過性

に血清カルシウムが低下した。しかし、平均血清カルシウム値は、同年齢の薬剤非投与OVX

群の正常範囲内にとどまっていた。溶媒を6ヵ丹間前投与した後、デノスマブ投与に切り替え
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ると、平均血清カルシウム値は一過性に最大15.2%低下した。対照的に、アレンドロネート

からデノスマブに切り替えた場合は、平均血清カノレシウム値の一過性の低下はわずか4.5%で

あった。これらの知見から、ピスフオスフォネートからデノスマブへ投与を切り替えても、

血清カルシウム、骨強度、又は骨質に明らかな有害作用がないことが示された。

2.1.3 薬力学的メカニズム

RANKLは、 η-.TFスーパーファミリーに属し、膜結合型又は可法性たん白質として存在す

る。 RANKLは骨芽細胞により生成され、破骨細胞の最終分化、活性化、及び生存において

中心的役割を果たす (Laceyet al， 1998、Laceyet al， 2000) 0 RANKLには分泌型、膜結合盤、

又は膜結合型からの切断型があり、可溶性分子として周囲の媒質に放出される可能性がある

(Ikeda et al， 2001)。マウスでは、組換え型孔<¥NKLが血清カルシウムの上昇、骨吸収の増

加を引き起こし、結果として骨粗怒症を導く (Laceyet alヲ1998)。また、 RANKLは単離し

た成獣ラット破骨締胞を活性化し、骨吸収能を増加させる (Burgesset al， 1999)。

がんの骨転移においては、破骨細簡の形成及び活性を偲進する多数の悶子が産生されると

考えられている。その由来として、転移したがん細胞による骨での局所産生、較移したがん

細砲に反応した局所のストローマ細胞からの産生、骨基質からの産生、がん細胞そのものか

らの産生、あるいはがん細胞に反応した全身からの産生が仮説として考えられている

(Roodman， 2004、Roodmanand Dougall， 2008)。破骨細胞の形成及び活性化に至る最も重要な

シグPナノレ伝達分子は原因となる事象を関わず、札生NKLである (Roodmanand Dougall， 2008)。

破骨細胞の活性上昇は溶骨性、造骨性、及び読ま骨性と造骨性の混合型病変の形成に重要であ

り、転移臆蕩の増殖を促進する局所因子の放出を促す可能性が考えられている (Roodmanラ

2004、Roodmanand Dougall， 2008) (図2-7)。

溶骨性、造骨性、及び溶骨性と造骨性の混合型という骨転移の分類はX線所見によって定

義され、骨リモデリング過程における細胞の関与が反映されていない。この X線像上の表現

型にかかわらず、破骨細胞の活性充進は転移性骨病変の進行機序の重要な構成要素の 1つで

ある (Roodman，2004)。溶骨性、造骨性、及び溶骨性と造骨性の混合型のいずれであるかに

かかわらず、骨転移を有する患者において溶骨性成分が確認され、骨吸収の生化学的マーカ

ーが上昇することが証明されている (Charhonet al， 1983、Demers，2003)。

溶骨性、造骨性、又は溶骨性と造骨性の混合型が主体となる様々な骨転移モデ、ノレを用いた

非臨床試験では、例外なく孔<¥NKL阻害の有益な作用が恭されている(モジューノレ2.6.2参照)。

したがって、デノスマブは、溶骨性、造骨性、及び溶骨性と造骨性の混合型の骨転移に対し

て臨床的に有益であると予測される。

前述のとおり、 OPGは可溶性であり、内因性の孔<¥NKL阻害剤である。組換え聖 OPGは、
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非ヒト霊長類、ラット、及びマウス等の数種の動物種においてRANKL阻害効果を示す。デ

ノスマブは非ヒト霊長類以外で活性を示さないが、孔久NKLを認識することから、骨に対す

る作用機序はOPGと問犠である。したがって、骨疾患並びにがん転移のげっ歯類モデ、ノレにお

いて、 RANKL阻害の薬力学的メカニズムを検討するために、組換え型OPGをサロゲート分

子として使用した。

内因性の OPGは、 110kD、内因性、分泌型の糖たん自二最体である (Simonetet a!， 1997)。

OPGを過剰発現しているトランスジェニックマウスは大理石骨病を皇する (Simonetet a!， 

1997)。対照的に、OPG欠損マウスは、表現型として重度の骨粗穀症を示す(Bucayet a!， 1998)。

また、組換え型OPGを動物に投与すると、デノスマプと同様の作用機序で破骨細胞を陸害し、

骨吸収が減少する (Simonetet a!， 1997)。骨吸収は、破骨細胞の動員及び活性化の抑制、又

はその寿命を短縮させることにより阻害できると考えられている。したがって、 OPGは破骨

細胞の最終分化を阻害し(それにより成熟破骨細胞ブールに影響を及ぼし)、成熟破骨締胞

の活性を阻害し (Simonetet a!ラ1997)、マウス骨髄培養系において破骨細胞のアポトーシス

を誘発する (Akatsuet a!， 1998)ことで、骨吸収を抑制すると考えられる。

種々の非臨床骨疾患モデルにおいて、組換え型OPGを用いた実験では、予想された薬力学

効果が認められた (Dunstanet a!ラ1997、Simonetet a!， 1997)。組換え型OPGは、ラットの

OVXに伴う骨量減少を防ぎ (Ominskyet al， 2008)、結腸由来癌細胞Co!on26(C26)担、癌マ

ウスにおける HCMを是正した (Moronyet al， 2005)。また、 PTHrP及びIL・1s (Morony et a!ラ

1999)等の各種骨吸収刺激物質により誘発される高カルシウム血症も是正し、アジュパント

関節炎ラットにおける骨びらん及びBMDの低下を防止することにも有効であった (Konget 

a!， 1999a)。以上の実験データ及び作用機序の陪等性に関する知見から、骨疾患及び麗蕩転

移動物モデ、ノレにおいてデ、ノスマブはOPGと開様に作用する可能性が示された。第2.1.1項で

述べたように、 OPGは孔<¥NKLへの結合に加えてT孔<¥ILに対して低い結合親和性を示す。

OPGがT孔<¥ILへ結合することにより、T孔<¥ILによる腫蕩抑制効果をOPGが減少させること

が想定されため、場合によってはデノスマブの SRE抑制における有効性を過小評価している

可能性がある。
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図 2-7デノスマブの作用機序

2.2 副次的薬理試験

RANK尽ANKL系の役割は主として破骨細胞の形成、機能、及び生存の制御である。しか

しながら、 RANK尽ANKL系は免疫系の細胞にも発現しており、また、 血管生物学にも関与

する仮説が立てられている。そとで、第2_2項では関連する実験データ及び文献にもとづい

て考察する。また、乳腺の発達、体温調節、新生仔歯牙萌出、骨成長、並びに骨折治癒に対

する RANKL阻害の影響についても考察する。

2.2_1 免疲系

RANK瓜ANKLノックアウトマウスではリンパ節が発生しない (Konget al， 1999b、Dougall

et al， 1999)。成獣の免疫系において、 RANKLは活性化 T及びB細胞に発現し、 RANKは主

として、破骨細胞及びマクロファージと系統を同じくする成熟した樹状細胞に限局して発現

している(Andersonet al， 1997、Choiet al， 2001、Wonget al， 1997a、1997b)。そこで、札<¥NKL

の免疫調節への関与が推測されたことから、孔久NKL阻害に伴う免疫系の変化についての

様々な研究がげっ歯類にて実施されており、詳細をモジュール2_6_2にて考察した。ただし、
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ヂノスマブ、はげっ歯類孔生NKLと交差反応しないことから、種々のげっ歯類モデル実験で、は

OPG-Fc、孔I¥NK-Fcなどの RANKL阻害剤を使用した。また、デノスマブ、を高曝露で、最大 16

ヵ月間サルに投与し、免疫系機能を測定した。

得られたデータからは、 RANKL阻害は成獣の免疫系に対して有害な影響を及ぼさないこ

とが示唆されている。

2.2.1.1 RANKlRANKLノックアウト及びOPG過剰発現トランスジェニック動物の表現型

孔生NK又は孔生NKLの欠損により、マウスの発生においてリンパ節が欠如するが、バイエノレ

板は腸で正常に形成され、樹状細胞の形成及び機能も正常である (Konget al， 1999b、Dougall

et al， 1999)。孔I¥NK及びRANKLは、妊娠約 14日の膝発生期におけるジンパ節の「インデュー

サーJ細胞 (CD3-CD4+CD45勺の分化に必須のメディエーターであると考えられている

(Mebius， 2003)。また、リンパ球の発生及び分化における変化もノックアウトマウスで認め

られている (Konget al， 1999b、Dougallet al， 1999) 0 RANKノックアウトマウスでは牌臓中の

B細胞が減少しており、これは大理石骨病による骨微小環境の変化に起因していると考えら

れる(Jacquinet al， 2005) 0 RANKLノックアウトマウスでは初期8締胞発達に不全がみられ、

胸腺の細胞充実度が低い (Konget al， 1 999b)。また、孔I¥NKLノックアウトマウスには表皮ラ

ンゲノレハンス細胞が少ないことが報告されている (Barbarouxet al， 2008)。

これに対して、 OPGを過剰発現するトランスジェニックマウス又はラットにおいては

孔生NK/孔生NKLシグナリングが阻害されているが、リンパ節形成の異常はみられなかった

(Simonet et al， 1997)。この観察所見から、孔生NK!孔I¥NKLシグナリングを部分的に阻害しで

もリンパ節及び正常に機能する免疫系の発生が可能と考えられるが、遺伝子の破壊による

孔生NK戊ANKLシグナリングの完全除去ではこれらの発生が不可能で、あることが示された。

胎仔におけるリンパ節発生に必要な RANKLの量は不明で、あるが、 OPGトランスジェニック

ラット経における OPG濃度は、リンパ節形成前の妊娠 11S (Mebius， 2003)で正常ラットよ

りも約 100倍高かった (Stolinaet al， 2007)。このレベルの OPG過剰発現により、骨量は増加

したが、リンパ節の発生は妨げられなかった (Capparelliet al， 2003)。妊娠カニクイザノレにデ、

ノスマブ、を 50mg/kgで月 1回、器官形成期から分娩までの期間皮下投与した結果、末梢リン

パ節の形成不全が認められた(試験報告書 112197)。したがって、デノスマブの高曝露によ

り孔生NK!孔生NKLシグナリングを阻害した場合には、リンパ節の形成に影響することが明ら

かとなった。

以上のことから、 RANK!孔I¥NKL系が胎停期のリンパ節の形成に何らかの役割を果たして

いることが示唆される。
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2.2.1.2 基礎免疫系

孔'¥.N恥気ANKLノックアウト動物から得られたデータを踏まえ、広範留の基礎免疫系に対

する RANKL組害の影響について検討した。

OPG-Fcを投与したマウスの循環血液中の免疫グロプリン値は正常であり、 invitroのT及

びB細胞の細胞増殖反応も正常であった (Stolinaet al， 2003) 0 OPG過剰発現ラット及びマウ

スでは、リンパ節における免疫細拍数の低下、リンパ組織欠損の表現型は認められず、血液

及び牌臓の免疫細胞成分(免疫表現型分類を含む)の低下、体錆環中サイトカイン値の増加

及び低下、体循環中免疫グロプリン値の増加及び低下、 invitroでの T及びB絢抱の細胞増殖

反応の低下はみられなかった (Stolinaet al， 2007)。デノスマブ、を最大 16ヵ月間投与したサノレ

のリンパ節は病理組織学的に正常であり、循環血液中の免疫細胞のレベルも免疫表現型分類

を含めて正常であった(試験報告書 102090及び 103981)。

結論として、札屯NKL盟害によって成獣の基礎免疫系が変化することを示唆するデータは

示されていない。上記データより、免疫系の構造に対する RANKlRANKL系の影響は脹発生

時に限定されると考えられる。

2.2.1.3 免疫応答惹起に対する反応

In vitroで孔久NKLにより樹状細胞の生存が延長し、樹状細胞刺激による T細胞増殖が光進

することが報告されている (Andersonet al， 1997) 0 OPGノックアウトマウスにおける樹状細

胞の機能の充進は、恐らく樹状締胸上の孔生NK瓜ANKL系の相互作用を介する可能性がある

(Chino et al， 2009)。これに対し一部のモデルでは、札生NKLが抗罪特異的制御性T細胞をア

ップレギュレーションすることで、皮膚の免疫応答を抑制し、孔生NKL阻害によってこの免

疫抑制が解除されることが示されている (Loseret al， 2006)。

特定の抗原に対する統合免疫応答への RANKL阻害の影響が各種実験にて検討されている。

OPG-Fcを投与したマウスにおいて、皮膚の遅発性過敏症に対する影響は認められなかった。

また、抗原特異的リンパ節T細胞の増殖又はサイトカイン産生に対する影響を伴わずに T細

胞依存性誌体反応がわずかに増強し、 T細胞非依存性抗体反応もわずかに増強した (Stolinaet 

al， 2003) 0 OPG 過剰発現トランスジェニックマウス及びラットでは、皮膚の遅発性過敏症に

対する影響は認められず、キーホールリンベットへそシアニン (KLH)に対する抗原特異的

リンパ節τ締胞増殖への影響やT細胞依存性抗体反応への影響も認、められず、ニューモパッ

クス (pneumovax) に対する T細胞非依存性抗体反誌はわずかに増強し、リポ多糖エンドト

キシン投与に対するサイトカイン応答に対する影響はなかった (Stolinaet alラ2007)。さらに、

デノスマブを最大 16ヵ月間投与したサノレにおいて、 KLHに対する T細胞依存性抗体反応又

は皮粛の一般状態への影響は認められなかった(試験報告書 102090及び 103981)。これらの

モデルではランゲ〉レハンス細胞、樹状細胞、 T細胞、及びB細胞の統合した機能が検討され
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ており、すべてのデータからは免疫抑制がないことが示されている。 Loserらの研究では

(Loser et a!ラ2006)、UV誘発性の皮溝免疫抑制が RANKL阻害により解除される可能性が示

唆される一方で、、種々のモデ、ルにおいて孔<¥NKL阻害により皮膚免疫応答が増悪されるとい

う報告はない。 RANKL阻害による免疫抑制への影響も示唆されていない。

2.2.1.4 感染症に対する免疫応答

RANKL阻害の影響を細菌及びウイノレス感染痕のモデルにて検討した。マウスにOPG-Fcを

投与しても細藷誘発肝損傷、細菌性肉芽麓形成、細菌感染量に対する影響は認められなかっ

た (Sto!inaet a!， 2003)。マウスに孔生NK-Fcを投与した場合も、インフルエンザウイルス誘発

肺重量変化、インフルエンザウイルス排除、抗涼特異的IgG反応、及び錆環血中サイトカイ

ン値に対する影響はなかった (Milleret a!， 2007)。リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス (LCMV)

を感染させ、 RANK崎町を投与したマウスの抗体反応、眼中心形成、細胞傷害性T細胞応答、

及びCD4+応答は正常であった (Bachmannet a!， 1999)。この実験では、 CD40L又はCD40ノッ

クアウトマウスを用いた場合、 RANK-Fc投与によりLCMV及びインフノレエンザウイルスに対

する免疫応答は低下した。また、用いている動物は一般的に広範閤の病原体に曝露されてい

るにもかかわらず (Sassevilleand Diters， 2008)、デノスマブを最大 16ヵ月間投与したサノレで、

は感染症に対する感受性の増強は認められなかった(試験報告書 102090又は 103981)。

以上より、札<¥NK/RANKL系は、 CD40/CD40Lと重複した機能を持つ共刺激分子として作

用する可能性があるものの、感染因子への免疫応答を開始する能力に対して孔生NKL姐害が

影響を及ぼさないことが示唆される。

2.2.1.5 免疫介在性疾患!こ対する影響

免疫が介在する種々の疾患モデルにて孔生NKL阻害の影響が検討されている。

T細胞依容性のラットアジュパント誘発関節炎において、OPGヂcを投与したところ骨及び

軟骨破壊が抑制されたが、単核細胞浸潤及びパンヌス形成に対する影響はなかった (Konget 

a!， 1999a)。同様に、アジュパント及びコラーゲン誘発関節炎のいずれにおいても、 OPG-Fc

によって骨量減少は抑制されたが、局所炎症又は血清中の炎症マーカー値に対する影響はな

かった (Sto!inaet a!， 2009)。

炎症性腸疾患に対するRANKL阻害の影響がCD4+CD45RBhighT細胞導入免疫不全マウスモ

デ、ノレにて検討されている (Byrneet a!， 2005)。このモデノレにFc-OPGを投与したところ骨密度

は増加したが、鴻化管炎症又は骨髄の炎症性細胞浸糖に対する影響はなかった。一方で、、

CD4+CD45RBhゆ T細胞介在大腸炎様のモデルにおいては、抗孔<¥NKL抗体によって外国性

CD4+CD2ダ制御性T細胞の免疫抑制能が阻害された (Totsukaet a!， 2009)。また、 IL2・/-マウス

にFc・OPGを投与したところ自然発生大腸炎の発症が抑制された (Ashcroftet a!， 2003)。
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RANKLの役割は同種異系勝島細胞移植モデ、/レにおいても検討されている (Wojtusciszyn et 

a!， 2009) 0 In vitro {こてCD3/CD28刺激を行うとCD4+T細胞上の孔生NKLの発現が増加するが、

孔<¥NKL姐害により混合リンパ球の増殖が有意に変化することはなく、 CD154阻害によって

引き起こされる増殖抑制を促進した。 Invivo{こてRANKL阻害剤を短期間投与しでも向種異系

移植での生存に影響は無く、長期投与では同種異系移植での生存が延長した。

上記のように高度に免疫系が制御されているモデルでは、消化管炎症に対して無影響、増

強、あるいは減弱など、ぱらつきがあり、明らかにモデ、ノレ問で結果が一致していない。デノ

スマブを最大 16ヵ月間投与したサルにおいても、治化管免疫応答の変化を示すようなデータ

は確認されなかった(試験報告書 102090及び 103981)0これらの知見から、免疫系が正常な

成獣に対しては、札<¥NKL阻害の影響はない可能性が示唆される。

2.2.1.6 免疫系の要約

孔<¥NK及び孔<¥NKLノックアウトマウスにて末梢リンパ節が欠損すること、並びに免疫系

細胞にて孔<¥NK及びRANKLが発現していることから、 RANKL阻害により免疫が抑制され

る可能性が示唆された。しかし、成獣にて孔<¥NKLを担害しでも、げっ歯類及びカニクイザ

ノレでは免疫系の形態的又は機能的変化は認められなかった。孔久NKLによって樹状細胞の生

存期間の延長が報告されているが、樹状細胞の機能を評価する種々のそデノレにおいて、

RANKL~且害は影響を及ぼさなかった。また、孔<\NKL 阻害によって、制僻性 T 細胞が減少し、

uvによる皮膚の免疫抑制が解除されることが示されている。したがって、皮膚の制御性T
細胞の減少により、皮膚免疫皮応の悪化又は持続が予想されたが、げっ歯類及びサルの試験

にてそのような現象は観察されなかった。

インタクトの成獣の細菌又はウイルス感染に対して RANKL阻害の影響は認められず、

札生NK戊ANKL系は CD40/CD40Lなどの他の共刺激分子と重複した機能を有している。

以上より、現在までに得られているデータ及び文献に基づくと、孔生NKL阻害は成熟した

個体の免疫系において決定的な役割を果たしていない。この見解は免疫系での孔生NK及び

RANKLに関する最新の総説に示されており、「しかしながら、比企NKL、孔生NK、及び OPG

に関して報告されたすべての遺伝学的及び機能的研究の最終解析において、これらの分子は

リンパ球及び樹状細胞機能のある側面に影響を与えるかもしれないが、 T細胞、 B細胞、又

は樹状綿胞においてCD40LlCD40などの他の分子によって代償されない不可欠な役割を果た

している分子ではないJと述べられている (Leibbr加のandPenninger， 2008)。

2.2.2 乳腺及び授乳

孔生NKlRANKLノックアウトマウスにおけるその他の観察所見として、乳腺の成熟阻害に

よる授乳不全がみとめられた (Fataet a!， 2000、Martinand Gillespie， 2001)。妊娠中の小葉腺胞

腺の発達不全により、母動物は新生仔に十分に授乳で、きなかった。妊娠中の乳膿内で丸<¥NK
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及び孔生NKL発現は空間的にも時間的にも厳密に調節されており、乳腺の発達を制御してい

る (Gonzalez暢Suarezet al， 2007)。ウイノレスプロモータにて制御された孔生NK乳腺発現モデル

では、孔生NKによって乳腺内の細胞増殖が充進され、腺胞の分化が損なわれていた。また、

孔生NKL阻害によって乳腺内の細胞増殖が抑制された (Branstetteret al， 2008)。さらに、

RANK/RANKLはプロゲステロンとプロラクチンとの間のシグ、ナル経路を司り、 IKKα による

サイクリン D1の誘導を介した増殖誘導を司ることが示されている (Caoet al， 2001、

Mulac-Jericevic et al， 2003、Srivastavaet al， 2003)。妊娠カニクイザルにデ、ノスマブを 50mg/kg 

で月 l回、器官形成期から分娩までの期間皮下投与した結果、乳腺組織及び乳汁分泌は対照

群と差はなく、投与に起因した悪影響は認められなかった。また、分娩後 14日及び28日に

おけるデノスマブの血清中濃度に対する乳汁中濃度の割合の平均はそれぞれ 0.48%及び

0.17%であり、血清中濃度に対して乳汁中濃度は低かった。分娩後 91日では乳汁中のデノス

マブは検出限界以下の濃度であった。なお、デノスマブの乳汁産生に対する影響はげっ歯類

とヒト以外の霊長類で異なっていたことから、添付文書には「授乳婦に投与する場合は授乳

を中止させること」として適切な注意喚起を行うこととする。

2.2.3 新生仔に対する影響

2週齢の新生仔ラットに骨吸収を強く抑制する用量の OPG-Fcあるいはアレンドロネート

を6週間投与すると、臼歯の萌出が抑制された(試験報告書唱鵬340)0 OPG-Fcを6週間

投与した新生仔ラットでは 10週間の休薬後、臼歯の萌出が部分的に回復したが、後期に萌出

する歯では歯根形成に異常が認められた(試験報告書R20090070)。一方、アレンドロネート

を投与した新生仔ラットでは、骨組織中のビスフォスフォネートの半減期が長いために、休

薬期間中を通して骨吸収抑制が持続し、その結果として、歯牙萌出の遅延が認められた(試

験報告書R20090070)。なお、低用量の OPG・.Fcや孔生NK-Fcを投与した場合、骨吸収抑制は

軽度であり、臼歯萌出は抑制されなかった(試験報告書唱冊340及ひ(R20090282)。

正常な歯牙萌出には破骨細胞による骨吸収が必須であり、この骨吸収の周期は歯小嚢にお

ける時間的、空間的に制御された遺伝子の発現パターンにより規定されている。 (Wise，2009、

Marks， 1981)。したがって、これらの時間的制御を受けている骨吸収の周期を抑制すると、

歯の萌出や形成に必要な一連の事象に障害をきたすことになる。歯牙萌出に対する影響は、

骨吸収抑制の程度に応じて異なる。破骨細胞を完全に欠損している孔生NKlRANKLノックア

ウトマウスでは、歯牙萌出不全が認められるが (Konget al， 199 9b、Liet al， 2000)、ラットに

ビスフォスフォネートを投与して骨吸収が部分的に抑制されると歯牙萌出は遅延した (Grier

and Wise， 1998)。新生仔ラットに骨吸収を中程度抑制する用量の OPG-Fcや孔生NK-Fcを投

与しても臼歯萌出の抑制や遅延は認められなかった(試験報告書咽陪340及び

R20090282)が、骨吸収を強く抑制する用量の OPG-Fcを投与すると歯牙萌出は抑制された

(試験報告書R20090070)。なお、投与を中止すると骨吸収が再開し、それに伴い歯牙萌出

は部分的に回復したが、遅れて萌出する歯では歯根の形成に異常が認められた(試験報告書
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R20090070)。この結果から、ラットでは臼歯萌出に必要な時間枠が存在すると考えられ、萌

出が遅延すると歯の発達に悪影響を及ぼす可能性がある。歯牙萌出と比較して臼歯根及び歯

槽堤の発達は骨吸収抑制の影響を受けやすいと考えられる。ラット新生仔に低用量のOPG-Fc

を投与して骨吸収を中程度抑制した場合、歯牙萌出に異常が認められなかったが臼歯根の長

さと歯槽堤の高さは減少した(試験報告書R20090282)。しかし、上記試験が 6週間の処置

のみであることを考癒すると、中程度の効果を示す用量の OPG-Fcを投与した動物において

も歯牙萌出が遅延する可能性は完全には排除できないことに留意する必要がある(試験報告

書咽・340及びR20090282)。

ラットとヒトの臼歯萌出のメカニズムは類似していると考えられている (Wiseand Fan 

1989)。破骨細胞の活性が低下している大理石骨病の患者において臼歯萌出がしばしば障害を

受け (Droz-Desprezet al， 1992、Gomeset al， 2006、Jaleviket al， 2002)、ビスフォスフォネート

治療を受けた骨形成不全症の小児においても歯牙萌出遅延が認められている

(Kamoun・Goldratet al， 2008)。これらの非臨床及び臨床の知見から、歯が活発に発達してい

るか又は萌出段階にある小児患者にデノスマブ、を投与すると、乳歯及び永久歯の萌出が抑制

されたり、形成異常を伴った萌出遅延が惹起される可能性があることが示唆される。これら

の結果はデノスマブ、の薬理学作用と一致していると考えられる。歯牙萌出に関していえば、

投与を中断したときに、 RANKL阻害に可逆性があり、ピスフォスフォネートよりは何らか

の利点があるかもしれない。

OPG-Fc、RANK-Fc、アレンドロネートを新生仔 (2週齢)ラットに 6週間投与すると体重

の減少、体軸骨格長の減少、骨長の低下、及び骨量の増加が認められた(試験報告書

咽・340)。骨端、骨幹端、骨幹における骨量増加、組織学的には骨梁中に軟骨が残存し
ている海綿骨の増加と一致していた。なお、この形態的な変化は、閉鎖していない活発な成

長板が存在しているときに骨吸収を抑制した際に予測される変化である。骨量増加は骨モデ

リング障害により生じた長管骨の形状変化(大腿骨の横断面積と断面二次モーメントの増加)

を伴っていたため、エクストワンジックな強度(骨全体の強度)が増加した。また、椎骨に

おける骨量とエクストリンジックな骨強度が増加した。 RANK-Fcあるいはアレンドロネート

投与により大腿骨並びに腰椎においてイントリンジックな強度(たとえば靭性などの、骨の

材質強度)が低下した。臼歯萌出の抑制や異常は、ラットにアレンドロネート及び骨吸収を

著しく抑制する用量の OPG-Fcを投与したときにのみ認められた。新生仔ラットの骨量、骨

強度、歯牙萌出に対する作用は、 OPG-Fcとアレンドロネートで概ね同等で、あったが、骨成

長、体重に対してはアレンドロネートの方が OPG-Fcよりも影響が少なかった。また、 OPG幽Fc

や RANK-Fcを投与したラットでは、成長板の肥厚や乱れがみられた。一般的に、体の大き

さ、歯牙萌出、骨の長さ、重量、強度、形状、組織に対する影響は、 RANK-Fc、OPG幽Fc、あ

るいはアレンドロネート投与による骨吸収抑制の強さと相関していた(試験報告書

唱島340)0 新生仔ラットにアレンドロネートあるいは OPG-Fcを6週間投与後、 10週間休
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薬すると、大腿骨の長さ、椎体の高さ、体重は減少したままであるが、 OPG-Fc投与ラット

では破骨細胞による骨吸収が回復し、部分的あるいは完全に骨量と成長板の形態が正常化し

た。ビスフオスフォネートは骨組織中での半減期が長いため、アレンドロネート処置群では

骨量が増加したままであった(試験報告書R20090070)0 OPG網Fcやアレンドロネート投与ラ

ットにおいて、大腿骨の形状変化や靭性の低下は 10週の休薬期間後も持続し、 OPG幽Fc投与

ラットでは、投与直後と比較して休薬期間後の長管骨のエクストリンジックな骨強度が低下

した。この強度低下には、遠位部の皮質骨の厚さの減少が関与している可能性が考えられる。

高用量の OPG・Fc投与ラットでは休薬期間後、椎体におけるエクストリンジック及びイント

リンジックな骨強度が有意に低下した(試験報告書 R20090070)。

2週齢の新生仔ラットに2用量の OPG-Fcを週 l回、 6週間投与し、新生仔の体の大きさ、

骨成長、骨密度、形状、及び骨強度への OPG-Fcの用量依存性をさらに検討した(試験報告

書R20090282)。本試験では、前述の新生仔ラット試験(試験報告書唱.340及び

R20090070)で骨吸収を著しく抑制しなかった低用量及び著しく抑制した高用量を設定した。

体重の増加抑制と臼歯萌出の遅延が認められたのは高用量の OPG・.Fcを投与したラットにお

いてのみであった。ただし、体重の増加抑制は粉末飼料給餌によって軽減された。粉末飼料

給餌は、 OPG・.Fc投与に伴う歯牙萌出や成長への影響が原因と考えられる摂餌量の減少を補

うために用いた。軸骨格の長さ並びに骨の長さや高さは OPG・.Fcの用量依存的に減少した。

また、高用量及び低用量のいずれの用量においても骨量は増加し、長管骨の形状に変化が認

められた(大腿骨の横断面積や断面二次モーメントの増加)。長管骨の骨強度試験は、得られ

た長管骨の長さに適したプロトコールで、実施した。長管骨並びに椎体のエクストリンジック

及びイントリンジックな強度の指標は両用量の OPG-Fcにおいて不変あるいは増加した。し

かしながら、大腿骨の靭性は OPG-Fcのいずれの用量においても低下し、これは他の新生仔

ラットで得られた結果(試験報告書咽齢340) と一致した。組織学的には、 OPG品を投

与したラットの長管骨において、骨端、骨幹端、骨幹では軟骨核が残存した海綿骨が増加し

ており、成長板の肥厚や乱れがみられた。

OPG-Fcを投与した新生仔ラットの体の大きさの減少は、歯牙萌出障害による摂餌量低下

や長軸方向の骨成長抑制の結果と考えられる。 OPG-Fc投与新生仔ラットにおいて、骨長減

少は軟骨内骨化の障害を伴う成長板の変化に続いて生じている可能性がある。アレンドロネ

ート投与ラットと比較して、 OPG-Fc投与ラットでは体の大きさや骨長に著しい減少が認め

られるが、これは OPG-Fcが成長板に影響を及ぼした結果、もたらされた可能性がある。成

長板の形態異常はRANK瓜ANKLノックアウトマウスでも観察されている (Konget a!， 1999b、

Li et a!， 2000)。また、類似した成長板変化はコロニー刺激因子イ (CSF-l) に機能欠損変異

があり、重篤な破骨細胞形成異常がみられる toothlessラットにおいても認められている

(Seifert， 1996、VanWesenbeeck et a!， 2002) 0 RANKL阻害が成長板の形態に影響を与えるメ

カニズムは明らかではないが、ピスフォスフォネートであるアレンドロネートを投与したラ
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ットには影響がないことから、デノスマブと CSF-l阻害では破骨細胞分化が障害されるのに

対し、ビスフォスフォネートでは破骨細胞が形成されるが骨吸収機能が障害されているとい

う薬理活性の違いが影響している可能性が示唆される。薬理活性を示す用量のデノスマブを

投与した未成熟カニクイザルにおいては(試験報告書 102090)、正常な骨成長が認められ、

重篤な成長板の変化は最小限であった。これらの結果から、成長板が閉鎖しておらず骨成長

が活発な患者へのデノスマブ、の投与は、成長板の形態異常及び骨の長軸方向の成長異常を引

き起こす可能性が示唆される。

OPG-Fcを6週間投与して 10週の休薬期間をおいた新生仔ラットにおける体重増加と成長

板の変化は可逆的である可能性が示された。休薬期間の終了時では体重は有意に減少してい

たが骨長は部分的に回復していた(試験報告書R20090070)。休薬期間をさらに延長するこ

とにより、骨長が完全に回復するかどうかは不明である。また骨成長と軟骨内骨化に対する

影響に加え、一次及び二次骨化中心に関連した成長板(骨端軟骨板と関節軟骨)に肥厚や乱

れがみられるなど、臨床整形外科的な影響を生じる可能性がある。 10週の休薬期間後に観察

された大腿骨のエクストリンジックな骨強度の低下は、大腿骨遠位部の皮質骨の厚さの減少

を伴っていることから、急速に成長する骨格においては、デノスマブの治療後に休薬すると

骨折の危険性が増加する可能性が示唆される。 OPG-Fcあるいはデノスマブを、投与開始時

に離乳時期を過ぎている若齢マウス、ラット、ブ夕、あるいはカニクイザルに投与しても、

骨の長さ、形状、あるいは強度に有害な作用は認めらなかった (Batemanet a1， 2000、Rosset a1， 

2001、Kimet a1， 2006、Ominskyet a1， 2007、Ominskyet a1， 2008)。これらの知見から、デノス

マブの成長板の形態、長軸方向の成長、長骨強度に対する影響は、投与時の骨成長の度合い

に依存していると考えられる。成長板の変化は、 OPG-Fcや孔生NK-Fc投与により

RANK尽ANKL経路が阻害されているときの新生仔ラットに限定されていることから、成長

時のラットにおける孔生NKlRANKL経路の阻害は、ビスフォスフォネートであるアレンドロ

ネートと比較してリスクが高いことが京唆される。

胎仔期中期から成獣に至るまでOPGを過剰発現している OPGトランスジェニックラット

の成獣においては、中等度の骨吸収抑制が認められ椎体や大腿骨の骨量が増加した。腰椎の

骨強度は野生型ラットと比較して有意に増加していたが、大腿骨は形状変化(断面二次モー

メント減少を伴う骨幹部の狭小化)を示し、エクストリンジックな強度(骨全体の強度)、イ

ントジンジックな強度(靭性)が減少した (Ominskyet a1， 2009)。これはOPG幽Fcを投与した

新生仔ラットにおける大腿骨の強度の増加(試験報告書咽・340) とは相反する結果であ

る。 l及び2ヵ月齢の OPGトランスジェニツクラットにおいて、靭性が減少した以外には、

大腿骨の形状、長さに変化は観察されなかった(試験報告書R20090069)。成獣OPGトラン

スジェニックラットにおいては、長骨の不完全な表現型が一過的に観察されたが未解明のま

まである。
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成獣OPGトランスジェニックラットで見られた大腿骨の形状変化、骨強度低下の臨床的意

義は明らかでない。これらの変化は出生前から骨棒の成熟まで OPGを過剰発現した結果であ

り、想定される臨床での状況は、例えば胎生期から生後生涯にわたり投与を継続するような

場合であり、申請するデノスマブ、の用途には該当しないと考えられる。

上記の新生仔ラットを用いた複数の孔t¥.NKL阻害試験において、好中球及びグロプリンの

上昇、赤血球ノfラメータ及びアノレブミンの低下など、臨床検査値に変化が認められたが、そ

れらは概して軽微な変化であった。これらの髄は副作用によるものではなく、歯牙薦出異常

に続く口腔内の軽度の炎症により生じた可能性が考えられる。さらに、骨髄内の骨梁増加に

より造血が影響を受ける可能性もある。なお、予想、どおり、薬理学的な骨吸収抑制により血

清中のアルカリホスファターゼやりンは低下した。

結論として、新生仔ラットに OPG-Fcや孔t¥.NK-Fcを投与して孔t¥.NKLを阻害した結果、成

長板の異常、骨長の減少、骨量の増加、構造的骨強度パラメータの増加が認められた。材質

的な骨強度パラメータは概ね変化がなかったが、大腿骨の靭性が一貫して低下していた。骨

吸蚊を著しく抑制する OPG-Fcの用量を投与した場合、歯牙萌出抑制と歯根の発達異常も観

察された。これらの効果は OPG幽日の投与中止により部分的に回復したが、エクストジンジ

ックな骨強度は低下し、骨長及び大腿骨の靭性の減少、歯根発達異常は持続した。出生前か

ら骨が成熟するまで OPGを過剰発現している OPGトランスジェニックラットでは、長骨の

表現型は不完全であった。これらの結果は、骨格が急速に成長する時期にデノスマプを使用

する擦には、成長板の拡大、骨成長の遅延、骨の靭性の低下、歯牙発生異常がもたらされる

可能性があることを示唆している。

2.2.4 心血管系

2.2.4.1 血管新生

血管新生における OPG及びRANKLの役割は多くの invitroモデ、/レにて検討されている。

データについてはモジューノレ2.6.2で詳細に論じる。これらの実験系間でのデータは矛盾し

ており、実際、ある報告では RANKLの血管新生抑制作用が示されたが、問じ著者らが他の

培地を用いた場合、逆の結果が得られたとコメントしている (McGonigleet alラ2009)0 In vivo 

試験では、 VEGFあるいは壌基性FGF(bFGF)誘発角膜血管新生モデ、ルにおいて、ラットに

OPG-Fcを投与したときの反広は一定しなかった。ある実験では血管新生が増強され(試験

報告書R2002266)、他の2件の試験では血管新生に変化がなかった(試験報告書R2002204

及びR2002267)。また、へパリンハイドロゲ、/レ移植モデ、/レでの血管新生は OPGにより増強さ

れることが示された (McGonigleet al， 2008)。これらの実験モデ、ノレ間で、の矛盾するデータに

対して一貫した解釈をすることが悶難であることから、霊長類あるいは血管新生に依存した

げっ歯類がんモデ、ノレの問者において、 RANKL阻害剤投与による invivoにおける影響を評価

した。デノスマプ、を長期投与した霊長類において血管の異常や前がん病変あるいは腫蕩性病
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変は認められず、血管新生に対する影響(増強あるいは減鵠)はないことが示唆された。ま

た、 OPG-Fcは血管新生に依存する腫蕩増殖に影響しないか、あるいは抑制する一貫した結

果が得られた(モジューノレ2.6.2第 3.6項参照)0RANK及び孔<¥NKLノックアウトマウスの

表現型、並びに OPG過剰発現トランスジェニックラット及びマウスの表現型及び様々な免疫

応答惹起に対する皮芯にもとづくと、胎仔期の、あるいは免疫に刺激された血管構造の発達

に対する影響はないと考えられる。これに対して、 VEGF、アンジオテンシンー 1(Ang-l) 

などの血管形成因子の遺伝子欠損動物では、血管に顕著な表現型変化を示す (Yancopouloset 

al， 2000) 0 また、臨床データからは、 RANKL抑制による血管新生への影響を裏付けるデータ

は得られていなし、。

結論として、invitro及び一部の invivoモデルにおける RANKL阻害の血管新生への影響は

一貫した結果ではなく、がん誘発血管新生を含む全般の動物モデ、ノレ系において血管新生に対

する変化は示唆されていない。

2.2.4.2 血管石灰化及びアテローム性動脈硬化症

孔<\NK尽ANKL!OPG 系と血管疾患との関連が示唆されており、孔生NKL~豆害が血管疾患の

重症度に関して役割を担っている可能性が示唆されている (Moronyet al， 2008)。

OPGノックアウトマウスでは中等度から重度の血管石灰化 (Bucayet al， 1998)が認められ

ており、その表現型は OPG過剰発現によって由復した (Minet al， 2000)。また、血管疾患の

動物モデ、ノレにおいて、孔<¥NKL阻害(デノスマブ、投与を含む)によって血管石灰化が抑制さ

れた (Priceet al， 2001、Moronyet al， 2008、Fingeret al， 2009、Helaset al， 2009)。一方で、、 RANKL

の投与により IKKα依存的な経路で血管平滑筋細胞の石灰化が増加した (Panizoet al， 2009)。

この研究から、血流にある孔生NKL!OPGの比率ではなく、血管壁に局在して発現している

孔<¥NKLが血管の石灰化進展に重要であることが示唆された。また、デノスマブ、を最大 12カ

月間投与したサノレにおいては血管石灰化は認められなかった(試験報告書 102090)。

マウスのアテローム性動脈硬化症モデルにおいて、 RANKL祖害により血管石灰化が抑制

され、プラークの安定性が向上するが、アテローム性動脈硬化症の病変の進行、炎症性細胞

のプラークへの浸潤、裾環血中サイトカイン値、あるいは血紫コレステロール値に対する影

響は認められないことが示されている (Moronyet al， 2008、Ovchinnikovaet al， 2009) 0 RANKL 

はヒトにおいてプラークの不安定化や破壊を促進することが示唆されている (Kiechlet al， 

2007)。また、デノスマブを 12ヵ月間投与したカニクイザルの血管にて投与に関連した病理

組織学的所見は認められず(試験報告書 102090)、最大 16ヵ月間投与したカニクイザノレにお

いて傭環取中コレステロール値の変化も認められなかった(試験報告書 102090及び103981)。

以上より、札久NKL阻害には血管石灰化に対する保護作用があり、アテローム性動脈硬化
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に対しては影響を及ぼさないことが非臨床データから示唆される。この結果は臨床データと

一致する。

2.2.5 体温調節

孔生NK!孔生NKL系は体温諦節に関係、していることが示されている (Hanadaet al， 2009)。

RANKLをマウス脳内に直接投与すると、プロスタグランジン依存的な経路を介して発熱し

た。また、リポ多糖による発熱に孔生NK尽ANKL経路が必要で、あった。さらに、雄のみにお

いて基礎体祖の維持に孔生NKぽANKL経路が葉嬰で、あった。この効果はアストロサイトを介

した中枢での現象であり、末梢に RANKLを投与しでも体温は変化しなかった。デノスマブ

はモノクロ一ナノレ抗体で、あり、血液脳関門を通過して中枢へ効果を及ぼすことは予想され難

い。デノスマブが中枢神経系に移行しないことがカニクイザ、ノレの研究で、示されている(試験

報告書 104192及び 104105)。したがって、デノスマブ、は体温調節に対して影響をもたらすこ

とはないと推測される。

2.2.6 骨折治癒

デノスマブ、は骨吸収過程において破骨細胞の機能を服審することから、骨折治癒及び骨性

仮骨のリモデリングに対してデノスマブがどのような作用を及ぼすのかを検討した。デノス

マブが結合する huRANKLノックインマウスに大腿骨院鎖性骨折を施し、骨折後 2日目から

溶媒、デノスマブ又はアレンドロネートを投与して骨折後 21及び42日目に骨折部位を評価

した。デノスマブ及びアレンドロネート投与群の骨折骨は、溶媒コントロール群の骨折骨と

比較し、いずれの時点においてもねじり試験による剛性又は最大トルクが増強した。マイク

ロコンビュータ断層撮影法(マイクロ CT)解析では、デノスマブ、投与群の骨折仮骨では、

溶媒コントロール群に比べて、いずれの時点においても骨塩量、骨面積、及び骨量比率に有

意な増加が認められた。骨折後 42日目では、デノスマブ投与群の仮骨全体のサイズは溶媒コ

ントローノレ群と比較して有意に大きく、これは恐らく吸収されていない軟骨が仮骨中に多く

残存していたためと推察された。なおこの未吸収の軟骨はアレンドロネート投与群でも同様

に認められた。逆に骨吸収が光進している OPGノックアウトマウスでは、骨折治癒部位にお

いて軟骨が早期に消失することから、米吸収の軟骨の残存は骨吸収の抑制によるものと考え

られる (Otaet al， 2009)。また、デノスマブ投与群では仮骨のリモデリングが遅延していたに

も関わらず、骨折後 42日目には仮骨の大部分は高度に石灰化した骨梁組織で占められており、

仮骨中にはごくわずかの破骨細胞しか認められなかった。骨折{反骨のマイクロ CT画像を図

2-8に示す。

本試験においてデノスマプの投与により骨折部位の骨強度が低下しなかった点は注目すべ

きである。このことはデノスマブによる仮骨リモデリングの遅延が、骨折治癒に対して重大

な懸念要因とならないことを示唆している。重要な点は、骨折部位の骨強度及び剛性は、溶

媒コントロール群と比較して増強していることである。デノスマブの投与により大きな仮骨
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が形成されたが、デノスマブ?は骨折の治癒には有害作用を示さず、また骨折部位の骨強度に

対して明らかな悪影響を及ぼさず、骨折部位の不安定性をもたらさなかった(試験報告書

咽・58)。

CONTROL ALN 

m
 
m
 
21 DAYS AFTER FRACTURE 

42 DAYS AFTER FRACTURE 

AMG 

CONTROL，溶媒投与群;ALN，アレンドロネート投与群;AMG，デノスマプ投与群

図2-8 デノスマブ文はアレンドロネートを投与した huRANIくLノックインマウスの

骨折部位の代表的マイクロ CT画像
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2.3 安全性薬理試験

デノスマブの心血管系における安全性は、テレメトリー送信器を理め込んだカニクイザ、ル

を用い、テレメトワーシステムにより血行力学及び電気生理学的ヂータを測定して評価した。

デノスマブ、を 0.3，3， 30 mg/kgで単回皮下投与したところ、心拍数、平均風圧、心臓の活動電

位、あるいは呼吸数に対して、 30mg/kgまで投与に起因した影響はみられなかった(試験報

告書 101606、モジューノレ2.6.3、第4項)。さらに、サノレの 12ヵ丹間反復投与奪性試験では、

補正QT(QTc)あるいは他の伝導パラメータに実質的な影響は認められず、また心臓、大動

Jl*，あるいは各器官の脈管構造にデノスマブ、投与に関連した形態学的変化も認められなかっ

た(試験報告書 102090、モジューノレ2.6.7，表7B)。

ヒト急速活性型遅延整流カリウムチャネル遺伝子 (hERG) によってコードされるピチャ

ネノレ阻害を示す分子は、細胞内の膜表面にある結合部位へ到達できることを示しており、こ

の結合部位は選択性フィノレター及び活性化ゲート関に存在するチャネノレキャピティにあるこ

とが知られている (Mitchesonet a!， 2000a、Mitchesonet a!， 2000b、Zouet a!ラ1997) 0 hERG試

験のようなinvitroアッセイ系は、メンプランフィノレターを通過し、 hERGK"i-チャネルの上記

キャピティー内にある結合部位と結合可能な低分子の評価には適している。一方で、治療抗

体やその他の巨大たん白震は、その分子サイズにより細胞内への浸透が制限される (Vargaset 

a!，2008)ため、当該分子は細胞内に浸透して上述の結合部位と結合することができないと考

えられる。したがって、デノスマブ(分子量約150kDのモノクローナル抗体)をhERG試験で

評価するのは適切ではないと判断した。

以上より、 invivo試験において、心血管ジスクへの懸念が示唆されるような影響はみられ

なかった(モジュール2.7.4も参照)。

2.4 薬力学的薬物相互作用試験

デノスマブの RANKLに対する特異性を考慮すると、他の薬斉Ijとの薬力学的相互作用の可

能性は低いことが示唆される。サノレを用いたアレンドロネートからの切り替え試験において、

デノスマブの薬力学的活性に対する有害作用は認められていない(試験報告書 106564)。ま

た、孔<¥.NKL阻害条件下で、化学療法薬、ホノレモン薬、あるいは分子標的抗腫療薬を投与し

た場合でも、その薬力学的特性の予想外の変化を示すデータは得られていない(モジュール

2.6.2参照)。

さらに、第 3.6項に記載した薬物動態学的薬物相互作用に関する考察からも、デノスマブ

の薬力学的薬物相互作用試験を実施しないことは妥当であると考えられる。
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3. 薬物動態試験

デノスマブ、の静脈内あるいは皮下単回投与時の薬物動態パラメータをマウス、ラット及び

カニクイザルで、評価し、皮復投与時の薬物動態パラメータについてはカニクイザソレで、のみ評

価した(モジュール2.6.4及び2.6.5参熊)。デノスマプの血清中濃度は、標準的なサンドイ

ツチELISA法を用いて測定した。デノスマブの薬物動態評倍は、薬理学的に妥当な唯一の動

物種であるカニクイザノレを中心に実施し、一部の項目についてはマウス及びラットで評価し

た。デノスマブの組織分布については、カニクイザノレに1251_デノスマブ、を単由皮下投与後、

国体シンチレーション計測、又は定量的全身オートラジオグラフィーの手法を用いて評価し

た。

3.1 分析法

上述のとおり、血清試料のデノスマブ濃度を ELISA法により測定した。この潤定法では、

札t¥NKLをプレコートした 96ウェノレマイクロタイタープレートを用い、標準試料及び精度管

理用試料 (QC試料)の調製にはデノスマブを住用した。標準試料、 QC試料あるいは血清試

料をウェノレに添加し、非結合画分を洗沖除去後、西洋ワサビペノレオキシダーゼ (HRP)標識

札生NKL(孔t¥NKL羽RP)をウエノレに添加した。非結合の RANKレHRPを洗浄除去後、基質溶

液の混合物(テトラメチルベンジジン及ひ、過駿化水素)をウェノレに添加し、呈色反応はウェ

ノレに結合したデノスマブの量に比例して進行した。硫酸を添加することにより皇色反応を停

止させ、 450~650nmの波長で吸光度を測定した。血清試料中のデノスマブ、濃度は検量線を

作成して算出した。

分析法の詳細及びバリデーション結果については、該当する非臨床試験報告書及びモジュ

ール2.6.5第2項に示した。各分析法は動物試験に適した定量限界を有しており、デノスマ

ブの薬物動態及びトキシコキネティクスの十分な評価が可能であった。

3.2 吸収

デノスマブ"ïJ~孔屯NKLと結合しない動物種であるマウス及びラットにおいて、デノスマブ、の

静脈内投与持の薬物動態は約 0.1~ 10 mg/kgの用量範囲で、線形であった。またクリアランスは

低く、定常状態における分布容積 (vss)から血管外へはほとんど分布しないことが示された

(試験報告書 101002及び 101494)。単毘皮下投与 (1mg/kg)後、両動物種ともに投与後72

時需に血清中デ、ノスマブ?濃度は最高濃度 (CmaJに到達し、生物学的利用率はマウスで 86%、

ラットで 56%で、あった。 hu孔久NKLを発現したノックインマウス及びFcRnが欠損したノック

アウトマウスでクリアランスはそれぞれ約 6及び 15倍増大し、デノスマプの薬物動態におけ

る孔t¥NKL及ひ下cRnの役割の重要'性が示唆された(試験報告書 106892及び 106893)。

デノスマブが RANKLと結合する動物種であるカニクイザルにおいて、デノスマブの静脈

内投与時の薬物動態は 0.0016~1 mg/kgの用量範囲で用量に対して非線形であったが(最低
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投与量でのクリアランスが最高投与量でのクリアランスより約 16倍高かった)、 1，...，_，3mg/kg 

の聞ではほぼ線形であった(試験報告書 101398)。デノスマブをカニクイザルに皮下投与後

の薬物動態も 0.0016，...，_，1mg/kgの用量範囲で非線形となったが、 1"""'3 mg/kgの間ではほぼ用

量に対し線形であった(図 3ぺ)。

-{J-3.0 mgll<g 
-0-1.0 mgll<g 
一会一 0.0848mg/kg 
一世一 0.00532mgll<g 
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カニクイザルに単回皮下投与後の血清中ヂノスマブ濃度推移

図中のシンボルは n=3の平均値+標準偏差、あるいは平均値一標準偏差。

出典:試験報告書 101398

図3幽1

分布

カニクイザ、ノレの組織分布試験及び定量的全身オートラジオグラフィー試験において、 1251胸

標識デノスマブを皮下投与後、放射能は広範に分布した。測定を実施したすべての組織で放

射能は瀦定可能で、あったが、血中あるいは血清中濃度と比較しほとんどの組織で顕著に低値

であった(試験報告書 104192及び 104105)。ほとんどの循環血(血清)試料で、放射能の

大部分 (>85%)は酸不溶性であったことから、血中での放射能の大部分はインタクトな抗体

に由来する可能性が高いことが示された。骨(大腿骨あるいは腰椎等)及び骨髄中放射能は、

血清中と比較して非常に低く(概して<10%)、血清中濃度と並行して低下したことから、骨

における特異的な取り込みあるいは骨組織への組込みのないことが示された。リンパ節及び

牌織でごく低濃度の放射能が血清中放射能よりも長く持続したが、この現象は、これらの組

織で孔生NKLが発現していること、あるいはこれら動物個体で抗デノスマブ抗体が発現した

(抗デノスマブ抗体により血清からの薬物消失速度が増大した)ことが関連すると考えられ
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る。

3.4 代謝

デノスマブ百2モノクロ一ナノレ抗体で、あるということ、さらに、既存のガイダンスWICHS3A、

「トキシコキネティクス(毒性試験における全身的暴露の評価)に関するガイダンスについ

てJ (平成8年 7月2日付 薬審第443号)~が低分子医薬品の評価を自的としたものであ

ることを考慮した結果、デノスマブ、の代謝を検討する試験は実施しなかった。なお、デノス

マブ等の免疫グロプリンは、生体内での分解により消失するものと考察されている (Wa!dman

and Strober， 1969)。カニクイザルでは非線形の薬物動態が認められ、マウス及びラットでは

線形の薬物動態が認められたことから、孔<¥NKL結合が関与すると思われる飽和f生の消失過程

がカニクイザルに存在することが示唆された。飽和性で抗原依存的なクリアランスによる非

線形の薬物動態は、オマリズマブ (Xo!air⑧ US添付文書，2010、Xo!air@歌州、|公開審査報告書，

2007)及びエファリズマブ (Coffeyet a!， 2005)等、他のモノクローナル抗体でも認められて

いるc

3.5 排浩

カニクイザノレに1251剛デ、ノスマブを単由皮下投与後、投与した放射能の約 76%""95%及び 1%

~3%がそれぞれ尿中及び糞中からE叙された。投与した放射能の総回q又率は、 83%""106%

であった。尿中放射能の大部分 (75%""97%) は酸不溶性で、はなかった。したがって、投与

された放射能の大部分は、遊離ヨウ素あるいはヨウ素化ペプチド断片として腎臓を介して排

推されたと考えられる(試験報告書 104192)。

デノスマブ、の乳汁への移行を評価するための試験は実施しなかった。デノスマブ、は免疫グ、

ロブジンであるため、錆環血清中に存在する一部が乳汁中に分泌される可能性がある。一方

で精製IgGを多量に (1日100""800mg/kgで5日間)経口投与しでもヒト乳児の血清中 IgG

濃度は増加しないことがこれまでに京されており (Loboet a!， 2004)、IgGはヒト消化管から

吸収されないこと、これはヒトに特有の事象であることが報告されている (Vande Perre， 2003、

Lobo et a!， 2004)。したがって、デノスマブについても新生児の腸管から吸収される可能性

は低いと考えられるが、添付文書(案)では授乳に対しての注意事項を記載することとした。

さらに、動物での乳汁移行試験結果からヒトの乳汁中デノスマプ含量を予測すること、その

結果を元に信頼性の高いリスク評価をすることも困難と考えられたため、デノスマブの乳汁

移行性は動物で評価しなかった。

3.6 薬物動態学的薬物相互作用

RANKLはサイトカインとみなされ、一部のサイトカイン(IL幽lや ILるなど)は薬物を代

謝するチトクロム P450(CYP)の活性を調節することが明らかになっているが、孔生NKLが

CYP発現諦節に関与することを示すデータはない。孔久NK及びRANKLはいずれもヒト肝細
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胞に恒常的に発現しているわけではないため (Suet al， 2004)、全身性RANKLでも肝細胞膜

上の札生NKとの結合によって肝Cyp発現を調書巨することはできないと考えられる。さらに、

デノスマブ、は免疫系、特に炎症性サイトカインの濃度又は活性に影響を及ぼさないことが示

されている(Stolinaet al， 2007及び第2ユl項)。以上より、デノスマブ、が直接的に、又は札<¥NKL
阻害を介して間接的に Cypの発現又は活性に影響を及ぼす可能性は低いと考えられる。

また、第2.4項に記載した理由によっても、デノスマブの薬物動態学的薬物相互作用試験

を実施しないことは妥当であると考える。
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4 毒性試験

デノスマブの非臨床安全性は、デノスマブ、の種特異性の制限内で、一連の invitro及び in

VIVO試験により評価した(モジューノレ2.6.6及び2.6.7参照)。各毒性試験では、十分な曝露

が得られ、全身作用が生じる用量を設定した。また、低用量が NOELあるいはNOAELとな

るよう設定した。中和抗体の血中薬物濃度への影響を棺殺するため、長期試験ではより高い

用量を鏡用した。非臨床毒性試験プログラムは、臨床試験フeログラムを支持する目的で、デ

ノスマブpの毒性プロファイルを適切に評価するために実施した。本文書で後述するように、

抗デノスマブ、抗体は存在したが、動物試験では臨床薬物濃度に対し十分な曝露マージンが得

られた。

4.1 単回投与毒性試験

別に実施した試験に適切なパラメータが含まれていたため、 ICHS6に準拠し、デノスマブ

を用いた通常の単回投与毒性試験は実施しなかった。 ICHS6に従い、サルの心血管系に関す

るヂノスマプの安全'性薬理試験で、omg/kg、0.3mg/kg、3.0mg/kg、及び30mg/kgの単回皮下
投与を評価した。この試験(試験報告書 101606)あるいは反復投与試験(試験報告書 102090)

での 50mg/kgの初回投与後に毒性症状はみられなかった。

4.2 反復投与毒性試験

デノスマプの種特異性のため、げっ歯類の反復投与試験は実施しなかった。したがって、

デノスマブの毒性プロファイノレは、一連のカニクイザノレの試験において評価した。デノスマ

ブの薬力学に関連する、あらかじめ予測される作用が認められたが、デノスマブ、に起因する

可能性のある毒性学的に意義のある変化は特に認められなかった。

4.2.1 サjレの反復投与毒性試験

カニクイザノレを用いた反復投与試験、 2試験を実施し、デノスマブの安全性フ。ロファイノレ

を検討した。 1ヵ月間反復投与試験において、週 l回のomg/kg、0.1mg/kg、1mg/見、及び
10 mg/kgの皮下注射、あるいは 10mg/kgの静脈内投与を実施したところ、全用量で明確な生

物学的活性が認められた。血清中NτX濃度は、雄雄ともに急速に減少し、血中デノスマブ

濃度の低下に伴い休薬後に回復傾向を示した。 pQCTによる澱定では、腔骨近位端及び榛骨

遠位端の総 BMDが雄で、増加した。投与期間あるいは 3ヵ月の体薬期間中、毒性学的に薫要

な事象はみられなかった。鼠清アルカリホスファターゼ、及び血清カルシウムの変動が認めら

れたが、デノスマプの薬理学的特'性に起因するものと判断した(試験報告書 101447、モジュ

ール2.6.7、表 7A参照)。

抗デノスマブ、抗体は、 1ヵ月試験で、抗体陽性の頻度は用量に逆相関して認められ、抗体

揚性は低用量群で 100%、高用量静脈内投与群で 25%で、あった。この結果は、高用量群では

血中に高濃度に薬物が存在することで抗デノスマブ〉抗体がマスキングされた可能性が高かっ
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たことによると考えられる。この結果に基づき、抗デノスマブ抗体の存在下で、も薬物爆露及

び薬力学的活性を維持するため、次の 12ヵ月試験では用量を増加した。

12ヵ月試験では、サノレにomg/kg、1mg/kg、10mg/kg、及び50mg/kgの用量で、デノスマ
ブを月 l回皮下投与した。薬物投与に関連した臨床徴候はみられず、体重、摂餌量、眼科、

心凪管、あるいは臨床病理学的パラメータに投与に関連した明らかな影響も認められなかっ

た。特に、この試験の投与群では血中白血球数に有害な影響はみられなかった。血中免疫グ

ロプリン値(IgG、IgM、及びIgA)及びリンパ球分璽数 (T細胞、 B細胞、及びナチュラノレ

キラー [NK]細胞)は個体によって異なった。しかし重要な点は、高用量と対照群との間で、

デノスマブ、の免疫系に対する意味のある作用を示唆する明らかな差異はみられなかったこと

である。

1ヵ月試験の結果から想定されたとおり、抗デノスマブ、抗体はすべてのデ、ノスマブ投与群

で認められた。結合抗体及び中和抗体を有するサルの多くで、抗体詮性動物と比較し、薬物

クリアランスの増大及び薬理活性の減少が認められた。重要な点は、抗体陽性動物において、

毒性の増強を示す肉眼的あるいは病理組織学的所見は認められず、免疫複合体の沈着の徴候

もみられなかったことである。さらに、 1ヵ月試験で予測されたとおり、すべての所見は、

骨におけるデノスマブ、の薬理学的特性に起因するものであった。具体的には、顕著な病理組

織学的所見は、腔骨、胸骨、及び大腿骨における軟骨内骨化の減少、及び骨芽細胞及び破骨

細胞の減少のみであった。

初田投与後のデノスマブ、曝露量 (Cmax及びAUCIこ基づく)は、すべての動物において、

1 ""'-'50 mg/kgの範囲で用量比例的に増加した。抗デノスマブ抗体陰性動物で、は、 12ヵ月間に

わたりデノスマブ、の著しい蓄積はみられなかった。抗デノスマブ、抗体の発生は、血清中薬物

濃度及びデノスマブ、の全身曝露の顕著な減少と同時に認められた。それにもかかわらず、試

験動物が投与期間全体を通じてデノスマブに曝露されたことを示す十分な薬力学的反応が認、

められた。以上の所見に基づき、この試験のNOAELは、最高用量である 50mg/kgと考えられ

た(試験報告書 102090、モジューノレ2.6.7、表7B)。重要な点は、この用量では、 12ヵ月間

でデノスマブ、に対する結合抗体が認められたのは、 16例中 2例のみであったことである。抗

体陰性動物において、 4週間にわたる推定曝露 (AUCに基づく)は、骨転移を有する進行乳

癌患者における 120mgを4遇聞に 1回の投与 (20040113試験)で認められた曝露 (4週間の

AUC)の約 15倍高値であった。また、 16ヵ月の骨粗難症予防試験(試験報告書 103981)の

曝露は、 20040113試験で認められた曝露の約 9.5倍高笹であった。

投与期間中に高用量群のサノレ雄 l併が試験76日に死亡し、雄 l例を一般状態の著しい悪化

により試験289日に動物檎理的な観点から安楽死させた。これらの各例の死因はデノスマブ

に起因しないものと判断した。いずれの動物においても、死亡前の長期間にわたり、下痢及

び摸釦量減少に伴う体重減少の持続性の臨床徴候が認められた。重要と考えられる点は、こ
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れらの臨床徴候は、対照群を含む他の動物でも頻繁に認められるものであるが、これらの2

例ではより重度であったことである。下痢の涼罰は明確に特定されなかったが、糞便検査に

おいて Giardiasp及びCryptosporidiumsp.がデノスマブ投与及び対照群の試験動物 64例中 47

例で特定されたことから、これらの原虫寄生虫のいずれかあるいはその再方に関連する可能

性が高かった。いずれの寄生虫も、一般的に片利共生微生物とされているが、疾患(下痢)

を誘発する場合もある。なお、投与群陪の棺対的抗体価を考慮すると、抗デノスマブ、抗体の

存在がこれら 2併の動物の病的状態及び死亡において役欝を果たした可能性は低く、免疫複

合体の沈着を示す病理組織学的所見も認められていない。また、いずれの動物でも風液学的

検査パラメータに、免疫抑制を示唆する影響はみられなかった。

試験76告に死亡が認められた雄サル(動物番号407)の死因は、得られた臨床観察、剖検

所見、あるいは病理組織学的検査からは特定できなかった。このサルの病理組織学的所見と

して、心臓の炎症、消化管の炎症及び軽微な病変、牌臓におけるリンパ系の萎縮、及び副腎

皮質の肥大等が認められた。牌臓及び副腎皮質における変化は、このサルにおける全身性の

ストレス反応と一致する。軽微で、急性限罵性の心外膜炎及び乳頭筋の軽微な多巣性心筋炎を

特徴とする心臓の炎症も認められた。心臓の炎症は、ヒト以外の霊長類を含む実験動物種に

おいて自然発症性の変化として認められることが多い (Greavesラ2000)。また、カニクイザ

ノレにおける背景所見の最近のレビューにおいて、対照動物の約 50%の心筋で炎症性病巣がみ

られる可能性があることが示されたこと (Drevon-Gaillotet al， 2006) も、重視すべきと考え

る。さらに、心臓での壊死病巣は、血清中カリウム濃度の減少に伴って、通常下痢と共に認

められるという報告もある (Takeuchiet al， 2008)。間程度の心臓の病理所見は対照群の 1慨

にも認められたが、投与期間終了時の高用量デノスマブ、群の他の動物を含め、他の動物では

認められなかった。さらに、薬物誘発性の病変は限定された領域に分布するというよりは散

在性であると想定されるため、このサノレの心臓の変性の特徴は、直接的心筋毒性の特徴と一

致しないと考えられた (Greaves，2000)。したがって、心臓の炎症はデノスマブ投与に関連

しないと解釈した。

試験28913に瀕死状態により安楽死させたサノレ(動物番号403)では、事前に消化管疾患

を示唆する臨床徴候も認められた。病理組織学的検査では、陰寵微小膿蕩及び紙毛萎縮に加

え、原虫性の急性腸炎が認められた。これらの病変のスベクトルから、薬物誘発性の消化管

毒性ではなく既に存在していた腸内寄生虫感染症の急性増悪が示された。腸内原虫はとト以

外の霊長類ではまれなものではなく、模々な身体的あるいは環境(ストレス)要因に関連し

て発症する疾患の臨床症状とともに認められる。さらに、重症度は低いものの、炎症及び陰

寵微小膿壌が対照群を含む各投与群の複数のサノレで認、められている。試験 170日時点で、免

疫グロブジン値あるいはリンパ球分画(フローサイトメトリーにより測定)への影響はみら

れなかった。
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長期投与毒性試験のデータを総合的に判断すると、間程度の同様の病変が対照群のサルで、

も認められたため、いずれの死亡もデノスマブ投与に直接起因したとは考えられないと判断

した。また、明らかな全身性の毒性作用もみられなかった。さらに、同用量をより長期間投

与した骨粗怒症予防試験(試験報告書 103981)では、より広範な免疫モニタリングにおいて

も、感染、あるいは免疫系への影響が認、められなかったことも重要と考える。以上のことか

ら、当該毒性試験におけるサル2併の死亡は、デノスマブ、投与に起因する可能性は低いと考

えられる。

4.3 遺伝毒性試験

デノスマブは、すべて天然アミノ駿で構成される遺伝子紐換えたん白質であり、無機ある

いは合成有機リンカ一、あるいはその他、遺伝毒性を誘発すると考えられる非たん白質成分

は含まれていない。したがって、デノスマブあるいは由来フラグメントが蓋接DNAあるい

は他の染色体要素と反応する可能性は低い。そのため、 ICHS6ガイドラインに従い、遺伝毒

性試験は実施しなかった。

4.4 がん原性試験
デノスマブはげっ歯類で、薬理活性を有さないことから、 ICHS6の基準に従い、従来型のげ

っ歯類を用いたがん原性試験は実施しなかった。

第4.3項に示したとおり、デノスマブ、に遺伝毒性はないと判断されるため、デノスマブが

腫蕩誘発性を示すとすれば、直接的な DNA損傷以外の機序が関与すると考えられる。よく

知られた非遺伝毒性発がん機序には、細胞生存や増殖の撹乱、あるいは免疫監視機構の抑制

などが考えられる。デノスマブ、の主薬理作用はRANKL誘導性の破骨細胞の生存抑制であり、

デノスマブをサル及びヒトに投与すると破骨細胞数の著しい減少が認められている。また、

RANK/RANKL相互作用は、げっ歯類でのホノレモン誘発性の乳腺上皮増殖に重要な役割を果

たすことが示されている。乳腺上皮増殖に対しては、孔<¥NKL阻害が乳腺上皮内の細胞増殖

を著明に抑制することが示されている (Branstetteret al， 2008)。以上のことから、

札久NK尽ANKL系ががん細胞の生存シグ、ナノレとして機能する場合には、デノスマブの作用に

よってこのシグFナノレが減弱することで、がん細胞の生存率が低下することが考えられる。

別の発がん機序仮説として、血管新生の増強が挙げられる。 RANK尽ANKL/OPGシステム

の血管新生に対する影響は第2ユ4.1項に示すとおり、様々な血管新生モデルで、検討されてい
る。これらのデータを総合的に解釈によると、 invivoモデ、ノレで、の顕著な血管新生に対する活

性はないと判断できる。

RANK及びRANKLのがん細胞に対する産接的な活性はいくつかのinvitro試験でも検討さ

れている(Joneset al， 2006、Moriet al， 2007、Armstronget al， 2008)。これらの試験で、札生NKL
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は、ヒト乳癌、前立腺癌、あるいは黒色腫の細胞に対して増殖を誘導しなかったが、細砲遊

走を誘導し、この細胞遊走は孔久子-.TKL阻害によって租害された。

孔I¥NKL~且害は単独、あるいは細胞傷害性薬物、分子壊的薬、及びホルモン薬との併用で、

多くの mVIVOげっ歯類担がんモデ、ルにおいて評価が行われている。その結果、 RANKL盟害

はすべての骨関連モデルで、有議な作用が認められている。乳腺腫療モデ、ノレでは孔生NKL組害

により発がん拘制と生存期間の著明な延長が認められた。また、各種ヒト腫蕩茂下移植モデ

ノレではRANKL阻害による有害作用は認められていない。{也の治療薬と併用した場合、

RANKL阻害による相加的な腫療増殖抑制作用が認められるか、あるいは麓療反応に変化が

ないことが示されている。これらの様々なヒトのがん種を用いた検討から、丸久NKL~且害に

伴う発がんリスクはないことが示唆されている。

孔生NKlRANKL系は、免疫系の調節忠子であり、一部の免疫細胞に発現しているとの仮説

もある (Andersonet a!， 1997、 Choi et a!ラ2001、 Wong et a!， 1997b)。蓄積された免疫学的、

薬理学的、疫学的データによると、免疫を介在した、がん細胞及び腫療形成ウイノレスの検出

と排黙には、 NK細胞、マクロファージ、あるいは細胞傷害性T細胞の関与が示されている。

たとえば、通常免疫抑制離を長期にわたって投与される臓器移植患者における、がん発生率

に関する疫学研究から、このような患者ではある種のがんのりスクが増大することが明らか

にされている。非臨床での広範囲な検討から、成熟動物の複数の免疫系モデ、ルで、札I¥NKL~且

害による免疫の不全は認められていない(第2ユ1項参照)。特に、ヒトでの喋露の数倍の用
量のデノスマブ?を最大 16ヵ月需サルに投与した試験で、NK細胞あるいは細胞傷害性T細胞

への影響を含めて免疫系に対してのいかなる影響も認められなかった(試験報告書 102090

及び 103981)。一方で、樹状細胞/T細胞相互作用を抑制する免疫抑制薬アレファセプトを

サルに 6ヵ月投与した場合、潜伏性リンフォクリプトウイルス感染再燃に起因する B細胞過

形成及びリンパ腫の発現が認められている (C!arkeet a!， 2008)。リンフォクリプトウイノレス

は典型的なマカクサルのコロニーに広く蔓延しており、デノスマブ、を投与したサルも潜伏感

染していた可能性が非常に高い (Moghaddamet a!， 1997)が、投与期間 12カ月までのデノス

マブ、の試験で、はサノレの B細胞過形成は認められていなし10

なお、非がん被験者及びがん患者を対象としたデ、ノスマブ、の臨床試験が実施されており、

いずれの試験でも発がん性の徴候は示されていない。

以上のことから、現在得られているデータに基づき、デノスマブに発がんのリスクはない

と判断され、デノスマブには、臆療の増殖及び転移を抑制する可能性があると考えられる。

4.5 生殖発生毒性試験

デノスマブの雌受胎能、臨・胎児発生、出生前及び出生後の発生並びに母体の機能への影
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響をカニクイザノレを用いて評価した。これらの試験の用量及び投与回数は、投与期間を通じ

て適拐な薬物曝露量を維持するよう設定した。雄受胎能試験及び、経・胎児発生に関する試

験における高用量 (12.5mg/kg、湿 1回)は、サノレの 12ヵ月試験の累積 1ヵ月投与量と同等

とした。低用量 (2.5mg/kg、連 1回)は、投与期間中の適切な司暴露量を維持するために必要

な最低用量として設定した。

4.5.1 受胎能及び着床までの初期腔発生に関する試験

性成熟し、月経周期が規則的な雌カニクイザノレを用いて、デノスマブの受胎能への影響を

評価した。 omg/kg、2.5mg/kg、5.0mg/kg、及び 12.5mg/kgの用量で、交配前の月経周期2
サイクルから交配後約4週間まで、週 l罰皮下投与した。月経周期は溶媒コントロール群及

びデノスマブ投与群で、概ね同程度で、あった。全体的に丹経周期は、エストラジオール濃度の

ピークと同時か、エストラジオール濃度のピークにわずかに先行(通常 1日)される黄体化

ホルモン濃度のピークを特徴とする動きを示した。プロゲステロン濃度は、エストラジオー

ノレ及び黄体化ホノレモンが最高濃度に到達すると上昇を始め、通常5'"'-'10日後にプラトーに達

し、その後低下した。血清中プロゲステロン、 17s-エストラジオーノレ及び黄体化ホルモン濃

度の程度及び経時パターンは、予概されたとおり、溶媒コントローノレ群及びヂノスマブ、投与

群で同程度であった。全群の雌で交配が成立したことから(試験報告書 102843、モジューノレ

2.6.7、表 12参照)、デノスマブ、は雌の受胎能に有害な影響を及ぼさないと考えられた。

雄受給能評価のみに特化した試験は実施しなかった。しかし、フローサイトメトリーによ

る精巣細胞の評価と併せて、精巣の詳細な病理組織学的評価を 12ヵ月毒性試験(試験報告書

102090)の一部として実施した。精子の形態あるいは成熟への有害な影響はみられず、精巣

障害の病理組織学的徴候も認められなかった。

4.5.2 旺・胎児発生に関する試験

デノスマブの匪・胎児毒性及び催奇形性を、器官形成期を通じてデノスマブを投与した妊

娠カニクイザルにおいて評価した。 omg/kg、2.5mg/kg、5.0mg/kg、及び 12.5mg/kgを、妊娠
20'"'-'50司の問、週 1由皮下投与した。各投与群で胎児体重あるいは器官重量、身体測定鎮、

あるいは胎盤重量に投与に関連した影響はみられなかった。胎児のタト表及び内臓検査の結果、

群間で意味のある差異はみられず、異常は確認されなかった。一方で、頭蓋骨、腕骨分節、

椎骨、肋骨、及び足根骨の骨化における変異等の軽微な骨格異常が、対照群を含む全群の胎

児で認められた。異常の発生率が投与群間で向桂度であったため、これらの異常は薬物投与

に起因したものとは考えられなかった。デノスマブの骨吸収抑制作用に関連した骨の奇形は

なく、小腸のパイヱノレ抜等の胎児のリンパ組織に有害な影響がみられなかったことは重要と

考える。しかし、この試験ではヲンパ節の評価は行なっていないため、胎先におけるリンパ

節の発生に対する検討はできなかった。
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4.5.3 出生前及び出生後の発生並びに母体の機能に関する試験

“Enhanced Pre-Postnatal Toxicity Study of AMG 162 Administered by Subcutaneous 1吋ectionto 

Pregnant Cynomolgus Monkeys With up to 6・MonthsPostnatal Evaluation (試験報告書 112197)" 

を妊娠期間中に投与した場合のデノスマブ、の作用を評価するために実施した。本試験の目的

は器宮形成期(妊娠 20~22 日)から分娩まで 1 ヵ月に 1 回妊搬カニクイザノレに皮下投与した

ときのデノスマブの母体毒性の評価、出生児の生後 1ヵ月までの外表・骨格・行動及び解剖

持の外表、内臓の評価、生後 6ヵ月での出生児の成長と発達の評儲であった。

デノスマブを妊娠カニクイザルに器官形成期(妊娠 20~22 日)から分娩まで皮下投与

(0 mg/kg及び50mg/kg、最大6回)した結果、母動物及び出生児に投薬起因性の作用が認

められた。各群29例の妊娠動物を割り付け、対照群及びデノスマプ投与群でそれぞれ22例

及び 16例の出生児を得た。各群母動物と出生児の 6ベアを分娩後/生後 1日(あるいはごく

近い日)に剖検し、残りの生存動物(対照群 11ベア、デノスマブ投与群4ベア)を分娩後/

生後 180土2日に剖検した。

母動物において、骨吸収及び形成のバイオマーカーの低下(骨代謝回転の低下を反映)、

死産(分娩の予定時期における飴児死亡)の増加、分娩異常に起因した死亡 (1例)、低Ca

血症と一致した臨床症状を示した後の死産 (1例)が認められた。母動物の乳腺の発達は正

常で、あった。

妊娠期間中デノスマブに曝露された出生党では、出生後死亡の増加、体重増加の抑制、成

長/発達の遅延、骨吸収及び形成のバイオマーカーの低下が認められた。生後 113解剖群あ

るいは出生後死亡/瀕死期解剖併では、 (X線不透過の増加を伴う)骨密度及び骨量の増加、

骨の形状と顎骨長の変化、 (一部の出生児で造血抑制を惹起する、骨髄腔減少を伴う)非増

殖性骨化過剰、長骨における二次骨化中心拡大の遅延、 (組織学的に認められた骨幹端の肥

大と一致する)成長板の肥厚、及び(骨折を伴う)骨強度の低下が認められた。これらの出

生児ではデノスマブ投与に起因した組織学的変化が骨(破骨細胞低形成、非増殖性骨化過剰、

及び髄腔の減少)、歯(歯牙異形成、歯列不正、ただし、歯牙萌出には異常なし)、末梢リ

ンパ節(大部分が欠損、検査対象リンパ節:蔽寵、鼠径、顎下、及び腸間膜)、及び髄外造

血(複数組織)に認められた。援数組織の感染が途中解剖例の出生児 3f7tlで検出された。出

生児の筋緊張、及び神経行動評価に投薬関連の影響はみられなかった。

デノスマブ、投与群の母動物及び出生児の骨バイオマーカーは分娩後/出生 91日で呂復し

た。デノスマブの薬理作用からの回護は分娩後の薬物動態で確認された曝露の減少と直接関

連していた。

生後 113呂で認められていた大部分の骨関連の変化は生後180土2日目では完全に題護した。

しかし、いくつかの投与起因'性の変化(末梢リンパ節の欠損・減少、髄外造血、歯牙異形成)

は持続した。大腿骨の骨幹形状の変化及び骨力学特性の低下が認められたが、骨バイオマー

カーは時間とともに屈援したであろうことを示している。歯牙萌出には影響はなかった。生

後 180自群において軽度から中等度の鉱質沈着がデノスマブ、投与群の出生児 1例の複数の組

織で認められた。
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投与 1回目(妊娠20，..，，_，22日)と投与5回目(妊娠 132日)後の母動物のAUC26dayはそれぞ

れ 7400!lg.day/mLと8620μg.day/mLであった。半数の出生児の血清中濃度は母動物より高く、

半数では低かった。出生児では測定可能な濃度のデノスマブ、が生後 91日で l例のみ検出され

たが、生後 180日では検出される個体はなかった。デノスマプの血清中濃度に対して乳汁中

濃度は低かった。

初回投与後、抗薬物抗体が母動物 29併中 21例で検出された。デノスマブ投与群の出生児

14例中 7併でデノスマブに対する結合抗体が陽性で、あった(全例が抗薬物抗体陽性の母動物

から出生)。中和抗体は母動物3例、出生児 l例で検出された。母動物3例及び出生児 1例

のみで抗体産生が曝露並びに薬理作用に影響した。抗体産生が低かったこと、一貫した投薬

起因性の作用から抗薬物抗体の産生が試験の宛全性と解釈に影響しないことが示された。

以上の結果より、デノスマブ、は出生前及び出生後の骨及び末梢ヲンパ節の発生に影響を与

えるため、添付文書には「妊婦又は妊娠している可能性のある婦人には投与しないことj と

して適切な注意喚起を行うこととする。

4.5.4 新生児(幼若動物)を用いた試験

デノスマブ、の適応には小児患者が含まれないため、今回、幼若動物の試験は実施しなかっ

た。なお、新生児期孔生NKL~且害の骨発生及び歯牙萌出に対する影響を評価した試験を副次

的薬理試験として実施している(第2ユ3項参照)。

4.6 局所刺激性試験

デノスマブの局所刺激性の評価を目的として特別にデザインされた試験は実施しなかった。

代わりに、 WrCHM3 1"陸薬品の臨床試験のための非臨床安全性試験の実施時期についてのガ

イドラインJ (平成 10年 11月 13日付医薬審第 1019号)~に従い、一般毒性試験プログラ

ムの一環として局所刺激性を評価した。反復投与毒性試験では、注射部位に実質的な刺激性

の徴候は認められなかった。したがって、デノスマブ製剤が注射部位の反応に意義のあるリ

スクを引き起こす可能性は低いと考えられた。さらに、臨床試験において注射部位反応に関

する事象はわずかに認められたのみであり、それらのほとんどは、注射時の軽度の痔痛、発

赤、あるいは刺激などであった(モジュール2.7.4参照)。

4.7 その他の毒性試験

4.7.1 抗環性試験

拭罪性の評価を罰的として特別にデザインされた試験は実施しなかった。その代替として、

一般毒性試験プログラムの一部として抗原性を評価した。デノスマブはサノレにおいて高い免

疫原性を示した。モジュー/レ2.6.6第3項に記載するとおり、全用量において、結合抗体及

び中和抗体が高い発生率で認められた。結合抗体及び中和抗体の作用により、デノスマブの

血清中濃度の減少及び薬力学的皮応(骨代謝マーカー)の減弱が数例で認められた。しかし、

抗体の存在は、安全性フ。ロファイル評価あるいは全体的な試験の解釈に影響を及ぼさなかっ
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た。さらに、抗体陽性動物でもある程度の薬力学的反応が認められた。デノスマプの免疫原

性は、臨床試験では特に問題とはならなかった(モジュール2.7.4参照)。

4.7.2 免疫毒性試験

免疫毒性の評価を自的として特別にデザインされた毒性試験は実施しなかった。その代替

として、反復投与毒性試験(試験報告書 102090)及び長期投与による骨粗意症予訪試験(試

験報告書 103981)の一環として、免疫毒性評価項目を評価した。これらのいずれの試験にお

いても、免疫系のインテグヲティーあるいは機能に対し有害な影響はみられなかった。また、

免疫系のインテグリティーを評価した試験を実施しており、副次的薬理試験の項に記載した

(第2ユ1項、モジュール2.6.2第3項、モジューノレ2.6.6第8.2項参照)。これらのモデルで
免疫抑制を示す所見は認められなかった。

4.7.3 毒性発現の機序に関する試験

該当なし。

4.7.4 依存性試験

デノスマブは単一のリガンド(孔生NKL)に特異性を有するため、依存性試験での評価は適

切ではないと考えられる。さらに、受容体結合試験において、デノスマブ守主薬物依存性ある

いは神経親和活性との関連が知られる受容体と相互作用したことを示す徴候はみられなかっ

た。

4.7.5 代謝物の毒性誌験
デノスマブ、の薬物動態試験において代謝物の検討は実施していなし、(モジュール2.6.4第5

項参照)。デノスマブが孔<¥NKLを標的とした完全ヒト型抗体であること及び実施した試験

結果から懸念事項が認められていないことから、代謝物の試験は必要ないと判断した。

4.7.6 不純物の毒性誌験

デノスマブはバイオテクノロジ一応用医薬品であるため、不純物の試験は該当しない。

4.7.7 その他の試験

組織交差反応性試験を実施し、 RANKLを発現することが知られている程織以外でのデノ

スマブPの結合能を検討した。ヒト組織の標準紐織パネルにおいて、デノスマブ、は想定外の組

織とは結合しなかった。免疫反応は、ヒト及びカニクイザノレのリンパ節のリンパ球細胞膜上

に認められた。これは、リンパ組織において孔生NKLの発現レベルが高いことが知られてい

ることからも想定される所見で、あった (Laceyet al， 1998)。ラット、ウサギ、及びサノレの各

組織を用いて追加試験を実施した。その結果、ウサギのリンパ節細胞質内に陽性反応が認め

られたが、反応の局在性から生物学的に重要でないと判顕した(試験報告書 102700、101758、
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及び 101348)。したがって、これらの試験結果から、薬力学データに基づき、カニクイザル

を非臨床安全性評価の適切な動物種と判顕したことは妥当であると考えられた。

4.7.8 環境への配慮

第 3.4項に記載するとおり、デノスマブ等のそノクローナノレ抗体は、内因性プロテアーゼ

により個々のアミノ酸及び小ペプチドに分解される可能性が高い。そのため、有効成分の排

世は想定されていない。これらの理由から、環境へのデノスマブFの曝露濃度は無視で、きる程

度であると考えられる。
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5. 総括及び結論

TNFスーパーファミリーのメンバーの一つで、ある RANKJ恨ANKL系は、破骨細胞の

形成、機能、及び生存における必須のメディエーターである。

デノスマブは、完全ヒト型 19G2モノクローナノレ抗体で、あり、ヒトの RANKL及び非

ヒト霊長類の RANKLと結合し、その活性を中和するが、げつ詣類の RANKLとは

結合しない。

溶骨性、溶骨性と造骨性の混合型、及び造骨性の骨転移モデノレにおいて RANKL阻

害の有効性が示された。

種々のモデルにおいて、 RANKL組審は臆療転移に伴う SREの予防に有益であるこ

とが示された。

成熟ovxサルにデ、ノスマブ、を投与したところ、骨吸収抑制薬として期待される薬

力学作用と一致して、 j毎綿骨及び皮質骨の骨量、骨密度、及び骨強度の急速で有意

な増加が認められた。

大腿骨閉鎖性骨折させた huRANKLノックインマウスにデノスマプを投与すると、

依骨部位及び仮骨体積の増加が認められ、それに伴い仮骨における破骨細胞数が減

少し、仮骨のリモデリングが遅延したが、骨折部位の骨強度は低下しなかった。

組織交差反応性試験の結果、デノスマブは、他の TNFスーパーファミリ一、特に

T孔久1Lの発現が知られている組織には結合しなかった。

デノスマブ、が動物に心血管リスクを惹起したことを示す徴候はみられなかった。

デノスマブが用量に対して非線形の薬物動態を示す理由は、 2つの消失経路が関与

している可能性が考えられ、一つは RANKL結合が関連する飽和性の経路、一方は

FcRnが関与する締網内皮系の締抱による非特異的異化経路である。

骨中へのデノスマプの分布あるいは残窃の痕跡はみられなかった。

非臨床のデータを総合すると、デノスマブ投与による成獣の免疫系への有害作用は

ないことが示唆された。デノスマフ、を器官形成期から分娩までの期間皮下投与した

場合、孔生NK/RANKLノックアウト動物と間様に末梢リンパ舗の形成不全が引き起

こされた。

デノスマブはサルにおいて高い免疫原性を示し、結合技体及び中和抗体の生成が認

められたことから、長期投与試験ではより高用量投与が必要となった。

一般毒性試験で認められたデノスマブ、投与に関連した所見は、デノスマブの薬理作

用に起思すると考えられる若齢サノレでの骨端成長板の肥大のみで、あった。

デノスマブは雌雄の受胎能への作用に対する危険性を示さなかったが、器官形成期

から分娩までの期間、サノレに皮下投与した結果、胎児死亡・死産の増加、出生児の

死亡の増加、骨の形態異常、末硝リンパ節の形成不全などの発生異常が認められた。

新生仔ラットにおいて孔久NKL阻害による骨量及び骨強度の増加、大腿骨における

靭性の低下、諭牙萌出の阻害、及び長軸方向の骨成長の抑制が認められた。 RANKL

阻害を中止した後には、一部回復が認められた。
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デノスマブ、の薬力学、薬物動態、及び毒性は、デノスマブの種特異性の制限内で、一連の

非臨床 invitro及びinvivo試験により評価した。動物種の選択、使用動物数、及び試験デザ

インは、各試験において適切と考えられた。主要な毒性試験で使用した動物種は、毒性学的

感受性の観点から瀧切であり、主要な試験の計画は、現行の ICHガイドラインに適合したも

のである。また、データの形式及び提示方法は適切なものであり、主要な毒性試験及び安全

性薬理試験は GLP試験として実施した。

ヒトにおけるデノスマブ、の予定投与経路は皮下注射で、あることから、サノレにおけるすべて

の主要な試験は、皮下投与により実施した。 SREの治療において使用される主な骨吸収抑制

剤であるゾレドロン酸とデノスマブの非臨床プロファイルの比較を表 5・1に示す。詞薬剤で

認められた類似性及び差異は、市販薬(ゾレドロン酸)の非臨床安全性プロファイノレと、デ

ノスマブについて本項に記載した内容との関係を比較したものである。

表 5・1 主要な非臨床試験項目におけるデノスマブとゾレドロン酸の比較

特性 デノスマブ ゾレドロン酸

腎棒害 十

消化管障害 + 

注射部位刺激感 + 

骨吸収抑制による骨の安定化 十 + 

破骨細胞の作用阻害 + + 

脅基質への取り込み + 

母体議性 + 

発生毒性 + 十

着床後生存率の低下 + + 

進行性悪性腫擦における骨較移を伴う患者の治療において SREの発現を遅延又は抑制す

るデノスマブの薬理活性が非臨床モデ、ノレから予測されたが、この薬理活性は主要な第III相

臨床試験で明確に実証されている(モジューノレ2.7.3参照)。鵠床的安全性のプロファイノレも

非臨床安全性データから概ね予測されている。

ゾレドロン酸群に比べてデノスマブ、群で発現率が高かった有害事象に関して、以下の関連

する非臨床情報を考察する。

顎骨壊死 (ONJ)が認められた被験者は、デノスマブ群 52名(1.8%)、及びゾレドロン酸

群 37名(1.3%)で、あった(モジューノレ2.7.4第2.1.4.2項参照)0ONJはピスフォスフォネー

ト製剤の使用と関連があり (EMEAICHMP/291125/2009)、顎における骨代謝の抑制などが病

因であるという仮説が立てられている。デノスマブの非臨床試験で、は、 ONJを示す徴候は認

められなかった。動物に高用量のビスフオスフォネート製剤を投与する特定の試験はあるが、
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ONJの非臨床モデ、/レは確立されていない (Allenet a!， 2010)。

安全性併合解析において、デノスマブ投与を受けた患者は呼吸困難の有害事象の発現頻度

が高かった(モジュール2.7.4参照)。非臨床試験では、デノスマブと呼吸密難又は呼吸掴難

の根本原因との関連性を示す所見は得られなかった。特に、デノスマブ、に関連する臨沫的呼

吸異常、胸水、心血管機能異常、又は病理組織学的変化は認められず、腎異常も認められな

かった。

過敏症と関連している可能性のある有害事象の総発現率は、デノスマブ群 5.4%、ゾレドロ

ン酸群3.8%であった。これらの事象は、多くの場合、併用薬が原因と考えられており、概し

てデノスマブ、投与との因果関係又は時間的関係はないと考えられた。非臨床試験では、デノ

スマブは忍容性が良好であり、顕著な全身性反応又は局所反応は認められなかった。

試験20050244の多発性骨髄腫コホート(被験者集団の 10%)ではゾレドロン酸群で良好な

全生存期間を示した(ハザード比 [95%cI] : 2.26 [l.l3，4.50J、n= 180)。このがん種別の結果は
追加解析によるものであり、生存予後冨子や抗悪性腫療治療に関して特別な無作為化コントロー

ノレを行っていないため、全生存期間についてがん種別に論じることはできない。一方、非臨床デ

ータからは多発性骨髄腫モデ、ルで、の RANKL阻害による有益な効果が一貫して示されている

(モジュール2.6.2第2.3.5.4項参照)。

毒性試験プログラムは、デノスマブの種特異性から l動物種に眼定して実施したが、毒性

プロファイノレは十分に評価された。動物試験において薬物に関連して認められた影響は、予

測される薬力学的活性に起闘するもののみであった。これは特に、 12ヵ月間反復投与試験で

明らかで、無去勢の動物においても骨密度及び強度の著明で持続的な増加が認められた。

他の組織・器官、特に成獣の免疫系への影響はみられなかった。サノレを用いた出生前及び出

生後の発生毒性試験(試験報告書 112197)とげっ歯類で実擁された試験の間でいくつかの類

似性が骨(成長への影響)及び末梢リンパ節(影成不全)に対する作用で認められた。デノ

スマブは雌雄の受胎能の生殖に対する危険性は想定されなかったが、器官形成期から分娩ま

で投与した場合に発生毒性を示し、ごくまれに分娩異常が認められた。

12ヵ月試験で認められた死亡例は、自然発生した感染による偶発的な死亡の可能性が高い

と考えている。間一用量群内の他のサノレでは同様な臨沫徴侯は認められず、毒性学的に意味

のある免疫毒性データの変化も確認できなかったため、これらの事象が免疫抑制に関連して

いた可能性は低いと判断した。

全体として、この毒性試験プログラムにより、デノスマブ、投与による毒性学的影響の特性

は十分に検討できたと考えられる。抗デノスマブ抗体の発現による影響を補うため、高用量

を用いる必要があったが、抗体が陰性であった動物において NOAELと申請用量での薬物濃
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度の間で適切な曝露マージンが得られた(表5-2)0 NOAELにおける拭デノスマブ、抗体の発

現頻度が抵かったこと、相応の薬物曝露が認められたこと、及び持続的な薬力学的反応が認

められたことから、試験に用いた動物が、投与期間中に適切に曝露されていたことが示され

た。

表 5-2 主要な毒性を評価した試験におけるNOAEしとデノスマブ申請用量a)での

曝露倍数算定値

Cmax 
b) AUCO_tau 

b) AUCfこ

試験の種類
NOAEL 

(μg/mL) (μg-hr/mL) 基づく
(mglkg) 

平均(SD) 平均(SD) 曝露倍数c)

カニクイザルの 12ヵ月反復投与 50 666 (156) 268000 (90300) 15 
毒性試験(試験報告書 102090)

10 157 (37.1) 48200 (21100) 2.7 

カニクイザノレの 16ヵ月反復投与
50 413 (160) 171000 (72400) 9.5 

試験(試験報告書 103981)

カニクイザノレの匹・胎児毒性試験
12.5 282 (89.6) 41000 (10600) 9.1d) 

(試験報告書 102842)

a: 120 mg、皮下注射、 4週に l回。

b:投与終了時。反復投与のトキシコキネティクスの詳細はモジュー/レ2.6.4第 8.2.2項で考察する。

c:ヒトのAUCO-4weeks1i直 (18000μg'hr/mL)は 20040113試験から引用した。

d: NOAELでの曝露は、週 1回投与のAUCO_tau1[宣(試験報告書 102842) を4倍して、 4週間のAUC(近似値)

とした。

AUC=血清中薬物濃度一時間曲線下面積 Cmax=最高血清濃度;NOAEL=無毒性最

なお、添付文書(案)には、受胎能、妊娠、授乳、及び小児患者に関連した注意喚起を含

め、デノスマブ、の薬理学的、毒性学的特性を的確に反映した記載を含めた。

以上、本申誇資料、並びにモジューノレ4に含めた薬理試験及び悲性試験結果は、骨転移を

有する進行がん患者に対するデノスマブの申請用法・用量 (120mg、皮下注射、 4濁に 1回)

に関する妥当性を裏付けるものと判断する。
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7. 文書中の報告書一覧

非臨床薬理試験報告書番号一覧

司薗11351 Denosumab， a fully human monoclonal antibodyラhas s剖ele批巴目則c
r悶a凶出正ligandand human ost巴ocla出st臼s 

完全ヒト型モノクローナル抗体であるデノスマプは、ヒト孔<¥NKリガン

ド及びヒト破骨細胞に対し、選択的作用を示す

司園田1321 Effects of denosumab (AMG 162) on bone mass and bone resorption in aged 
human rank ligand knock寸nmice 

老齢ヒト孔<¥NKリガンドノックインマウスにおけるデノスマブ (AMG

162)の骨量及び骨吸収への影響

司圃.30 Effect of denosumab (AMG 162) on bone mass and resorption in human rank 
ligand knock心lmice

ヒト孔<¥NKリガンドノックインマウスにおけるデノスマブ (AMG162) 

の骨量及び骨吸収への影響

103981 AMG 162: A monthly subcutaneous injection osteoporosis prevention study for 
16 months in the cynomolgus monkey 

AMG 162:カニクイザルにおける月 l回の皮下注射による 16ヵ月骨粗軽

症予防試験

106564 A 12・monthosteoporosis "switch" study in the cynomolgus mo凶(ey

カニクイザルの 12ヵ月骨粗繋症"切り替え"試験

喝圃醇)340 The effects ofOPG-Fc， RANK-Fc， or alendronate onωoth eruption and bone 
density， geometry， and s仕engthin neonatal rats 
新生仔ラットにおける OPG-Fc、孔<¥NK-Fc、あるいはアレンドロネートの

歯牙萌出、骨密度、骨形状、及び骨強度への影響

R2006160 Effect ofOPG-Fc on Tumor Burden and Osteolysis in恥1DA231・FIILucBone 
Metastasis Model in Female Athymic Nude Mice， Prevention Setting 

R2006161 

R20080161 

雌無胸腺ヌードマウスの MDA23トFIILuc骨転移モデルにおける OPG-Fc

の全身腫虜組織量及び骨溶解への影響、転移予防設定

Effect of OPG-Fc on Tumor Burden， Osteolysis， and Survival in 
MDA231幽FIILucBone Metastasis Model in Therapeutic Setting 

MDA23トFllLuc骨転移モデルにおける OPG-Fcの全身腫虜組織最、骨溶

解、生存への影響、治療設定

The Effect ofTamoxifen and the孔<¥NKLInhibitor Osteoprotegerin (OPG-Fc) 
on the Growth of MCFヴ Cellsin an Established Bone Metastasis Model in 
Female Athymic Nude Mice 
雌無胸腺ヌードマウスの骨転移定着モデルにおけるタモキシフェン及び

孔<¥NKL阻害剤オステオプロテゲリン (OPG)のMC下7細胞の増殖への

影響

R20080162 The Effect ofTamoxiたnand the RANKL Inhibitor Osteoprotegerin (OPG-Fc)ラ
Alone and in Combination， on the Growth ofMC下7Cells in an Established 
Bone Metastasis Model in Female Athymic Nude Mice 

雌無胸腺ヌードマウスの骨転移定着モデルにおけるタモキシフェン及び

孔<¥NKL阻害剤オステオプロテゲリン (OPG-Fc)単独及び併用の MCド7

細胞の増殖への影響

R20070953 The Effect of Pretreatment of OPG幽Fcon Prevention ofBone Mets in 
MDA-MB-231σ11 )Luc Bone Metastasis Model in Female Athymic Nude Mice 

雌無胸腺ヌードマウスの MDA幽MB-231(F 11 )Luc骨転移モデルにおける

OPG-Fc前投与の骨転移予防への影響

R20080083 The Effect ofthe RANK Ligand Inhibitor OPG欄Fcand Docetaxel， Alone or in 
CombinationラonTumor Burden and Osteolysis in a PC-3 Prostate Cancer Bone 
Metastasis Model in Male Athymic Nude Mice 
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雄無腕線ヌードマウスの PC-3前立腺癌骨転移モデノレにおける孔<¥NKリ

ガンド阻害剤 OPG圃Fc及びドセタキセル単独あるいは静用の全身腫療組

織量及び骨溶解への影響

R20070963 The Effect ofHuman OPG-Fc Treatment on Tumor Burden and Osteolysis in a 
Murine Model ofBone Metastasis ofHuman Non品nallCell Lung Cell Line 
日1975Luc inAthymic Nude Female Mice 

雌無胸腺ヌードマウスのヒト非小細胞肺癌細胞株H1975Luc骨転移モデ

ルにおけるヒト OPG-Fc投与の全身腫療組織量及び骨溶解への影響

R20080310 The Effect ofthe RANK Ligand Inhibitor OPG-Fc on Tumor Burden and. 
Osteolysis in a Murine Model ofBone Metastasis ofHuman Non-Small幽Cell
Lung Cell Line H1299 in Female Athymic Nude Mice 
雌無胸腺ヌードマウスのヒト非小細胞肺癌細胞株H1299骨転移モデノレに

おける孔<¥NKリガンド限害剤 OPG-Fcの全身麓療組織量及び骨溶解への

影響

R20080331 Effect ofOPG-Fc (in Combination with Docetaxel) Treatment on Tumor Burden 
and Osteoclast Remodeling in a Murine Model ofBone Metastasis ofHuman 
Non-Small-Cell Lung Cell Line H1299 in Female Athymic Nude Mice 
雄無胸腺ヌードマウスのヒト非小細胞肺癌綿抱株H1299骨転移モデノレに

おける OPG-Fc投与(ドセタキセノレ併用)の全身腫蕩組織量及び破骨細胞

リモデリングへの影響

R20080332 Effect of OPG不c(Alone and in Cor由 inationwith Docetaxel) Treatment on 
Tumor Burden and Osteolysis in a Murine Model ofBone Metastasis ofHuman 
Non-Small-Cell Lung Cell Line H1299 in Athymic Nude Female Mice 
雌無胸腺ヌードマウスのヒト非小細胞肺癌締胞株H1299骨転移モデノレに

おける OPG-Fc投与(単独及びドセタキセノレ併用)の全身腫場組織量及び

骨溶解への影響

叉2002266 The Effect of OPG幽Fcon Neovascul汁la淑r包a必tiぬonin t白heRat Comea必1Disk Implant 
Model of Angiogenesis 

新生血管形成のラット角膜ディスク移植モデルにおける OPG-Fcの血管

新生への影響

R2002204 The Effect of OPG-Fc on Neovascularization in the Rat Comeal Disk Implant 
Model of Angiogenesis 

新生血管形成のラット角膜ディスク移植モデルにおける OPG-Fcの血管

新生への影響

R2002267 The Effect ofOPG-Fc on Neovascularization in the Rat Comeal Disk Implant 
Model of Angiogenesis 
新生血管形成のラット角膜ディスク移植モデルにおける OPG-Fcの血管

新生への影響

R20090069 Long Bone Geometry in 1・and2・month-oldTransgenic Sprague-Dawley Rats 
Overexpressing the Soluble RANKL Inhibitor OPG During Growth and 
Development 
発育期間中可溶性RANKL阻害離 OPGを過剰発現しているトランスジェ

ニック Sprague-Dawleyラットの lヵ月及び2ヵ月齢における長骨形状

R20090070 The Effects of OPG-Fc or Alendronate on Tooth Eruption and on Bone Density， 
Geometry and Strength in Neonatal Rats: A Recovery Study 

新生仔ラットにおける OPG-Fc、あるいはアレンドロネートの歯牙萌出、

骨密度、骨形状、及び骨強度への影響:@l護試験

R20090282 Doseφ"剛.DependentEffects ofOPG.干con Tooth Erup戸tiぬor凡1，ラ BoneGrowth and Bone 
Strength in Neonatal Rats 
新生仔ラットにおける歯牙韻出、骨増殖、骨強度への OPG幽Fcの用量依存

的な影響
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R20090211 
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Effect ofthe RANKL lnhibitor RANK刷Fcversus Vehicle on Tumor 
Developm巴ntin a Honnone and Carcinogen lnduced Model of Mammary 
Tumorigenesis 

ホルモンと発癌物質により誘発される乳房腫痕モデルにおける腫療増殖

への基剤に対する RANKL阻害剤 RANK-Fcの効果

Comparison oftwo anti-resorptive therapies (alendronate vs AMG 162 
monoclonal anti-RANKL antibody) on murine f同cturehealing 

マウス骨折治癒における 2つの骨吸収抑制治療(アレンドロネート対

AMG 162モノクローナル抗 RANKL抗体)の比較

安全性薬理詰験報告書番号一覧

101606 A single -dose subcutan巴ousadministration of AMG 162 for cardiovascular and 
respiratory evaluation in cynomolgus monkeys 

カニクイザノレにおけるAMG162の単回皮下投与による心血管及び呼吸器

系評価
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薬物動態(PKDM)試験報告書番号一覧

106892 

101494 

106893 

101002 

104192 

101398 

104105 

103948 

A sing1e dose pharmacokinetic study of denosumab (AMG 162) following 
intravenous administration to male or female huRANKL knock-in and wild type 
訂llce

雌雄huRANKLノックイン及び野生裂マウスへの静脈内投与によるデノ

スマブ (AMG162)の単回投与薬物動態試験

Phannacokinetic study of AMG 162 in male mouse following intravenous or 
subcutaneous administration 

雄マウスへの静脈内あるいは皮下投与による AMG162の薬物動態試験

A single dose pharmacokinetic study of denosumab (AMG 162) following 
intravenous administration to male or female FcRn knockout and wild type mice 
雌雄日和1ノックアウト及び野生型マウスペの静脈内投与によるデノス

マブ (AMG162)の単回投与薬物動態試験

Pilot phannacokinetic study of AMG 162 administered subcutaneously or 
intravenously in male and female Sprague-Dawley rats 

雌雄Sprague-Dawleyラットへの皮下あるいは静脈内投与による AMG162 

の予備薬物動態試験

Absorption， distributionヲandexcretion in cynomolgus monkeys following a 
single subcutaneous administration of 1-'コI-AMG162 
125I_AMG 162を単回皮下投与したカニクイザルにおける吸収、分布、及

び排植

A single-dose intravenous and subcutaneous phannacokinetic and 
pharmacodynamic study of AMG 162 in cynomolgus monkeys 

カニクイザルにおけるAMG162の単回静賦内及び皮下投与による薬物動

態及び薬力学試験

Quantitative whole body autoradiographヴofcynomolgus monkeys following a 
single subcutaneous administration of U コI-AMG162 
カニクイザルにおける 125I_AMG162単回皮下投与による定量的全身オー

トラジオグラフィー

Phannacokinetic and pharmacodynamic comparability study for two 
manufacturing processes of AMG 162 in female cynomolgus monkeys 
雌カニクイザノレにおける AMG162の2つの製造工寝に関する薬物動態及

び薬力学的比較試験
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毒性試験報告書番号一覧

101447 

102090 

102843 

102842 

112197 

102700 

101758 

101348 

A l-month study evaluating the efu田ton bone of AMG 162 administered 
subcutaneously or intravenously in cynomolgus monkeys with a 3・・month
recovery period 

3ヵ月間の回復期間を設けた、 AMG162の皮下あるいは静脈内投与によ

るカニクイザノレの骨への影響を評価する 1ヵ月試験
A 611ロ2.剛イ.刷剛.刷.
monk巴ywith an int匂er討imkill af食'teぽr6 months and a 3子-mon肘lthrec∞overηγperiod 
カニクイザノレにおける AMG162の6112ヵ月皮下投与毒性試験 (6ヵ月後

に中間屠殺、 3ヵ月間の回復期開)

Subcutaneous fertility evaluation of AMG 162 in the female cynomolgus 
monkey 

離カニクイザノレにおける AMG162の皮下投与による受胎能評価

Subcutaneous embryo・fetaldevelopment study of AMG 162 in the cynomolgus 
monkey 

カニクイザルにおける AMG162の皮下投与による経・胎児発生に関する

試験

Enhanced Pre-Postnatal Toxicity Study of A恥10162 Administered by 
Subcutaneous Injection to Pregnant Cynomolgus Monkeys with up toふMonths
Postnatal Evaluation 
妊娠カニクイザノレにおける拡充型出生前及び出生後の発生毒性試験

Cross reactivity of AMG 162 with cynomolgus monkey， rat， and rabbit tissue ex 
VIVO 

AMG 162のカニクイザノレ、ラット、及びウサギ組織との exvivo交差反応

性

Cross reactivity of AMG 162 with normal cynomolgus monkey and human 
tJssues 

AMG 162の正常カニクイザノレ及びヒト組織との交差皮応性

Cross reactivity of AMG 162 with nonnal human tissues 

AMG 162の正常ヒト組織との交差反応性
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