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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
（AMG0007）

recombinant construct consisting of 
human osteoprotegerin attached to an 
immunoglobulin crystallisable 
fragment; OPG-Fc

免疫グロブリン結晶化フラグメ

ントに結合させたヒトオステオ

プロテゲリンから成る組換え

型、OPG-Fc
（本文では AMGN-0007、
AMG0007 という記述は無いが、

モジュール 4 にて使用されてい

る場合がある）
Ang-1 angiotensin-1 アンジオテンシン‐1
AUC area under the concentration-time 

curve
濃度―時間曲線下面積

AUC0-tau AUC over the dosing interval 0 時間から投与間隔時間までの
AUC

bFGF basic fibroblast growth factor 塩基性線維芽細胞増殖因子
BMC bone mineral content 骨塩量
BMD bone mineral density 骨密度
BSAP bone-specific alkaline phosphatase 骨型アルカリホスファターゼ
CD40L CD40 ligand 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 

for Human Use
ヒト用医薬品委員会

Cmax maximum serum concentration 最高血清中濃度
CPMP Committee for Proprietary Medicinal 

Products
欧州医薬品委員会

Cr creatinine クレアチニン
CSF-1 colony stimulating factor-1 コロニー刺激因子‐1
CSMI cross sectional monent of intertia 断面二次モーメント
CT computed tomography コンピュータ断層撮影法
CTX C-telopeptide C-テロペプチド
CYP cytochrome P450 チトクロム P450
DR death receptor 細胞死受容体
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 酵素免疫吸着測定
EMEA European Medicines Evaluation 

Agency 
欧州医薬品審査庁

Fc crystallizable fragment of 
immunoglobulins

免疫グロブリン結晶化フラグメ

ント
Fc-OPG recombinant construct consisting of 

OPG attached to an immunoglobulin 
crystallizable fragment

免疫グロブリン結晶化フラグメ

ントに結合させた OPG (OPG-Fc
とタグの位置が異なる）

FcRn neonatal Fc receptor 新生仔 Fc 受容体
FDA Food and Drug Administration 

(United States)
食品医薬品局（米国）

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 悪性腫瘍による高カルシウム血

症
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略号 略していない表現（英） 略していない表現（日）

hERG human ether-a-go-go related 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 

chromatography
高速液体クロマトグラフィー

HRP horseradish peroxidase 西洋ワサビペルオキシダーゼ
huRANKL humaninzed RANK ligand ヒトとマウスのキメラ RANK リ

ガンド
ICH International Conference on 

Harmonisation of technical 
requirements for registration of 
pharmaceuticals for human use

日米 EU 医薬品規制調和国際会

議

IKKα Ikappa B kinase α IκB キナーゼ α
IL interleukin インターロイキン
Kd binding dissociation constant 解離平衡定数
KLH keyhole limpet hemocyanin キーホールリンペットヘモシア

ニン
LCMV lymphocytic choriomeningitis virus リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス
MHLW Ministry of Health, Labour, and 

Welfare (Japan)
厚生労働省（日本）

NIH National Institute of Health 米国国立衛生研究所
NK natural killer ナチュラルキラー
NOAEL no-observed-adverse-effect level 無毒性量
NOEL no-observed-effect level 無影響量
NTX N-telopeptide N-テロペプチド
OECD Organisation for Economic 

Cooperation and Development
経済協力開発機構

OPG osteoprotegerin オステオプロテゲリン
OPG-Fc recombinant construct consisting of 

OPG attached to an immunoglobulin 
crystallizable fragment

免疫グロブリン結晶化フラグメ

ントに結合させた OPG (Fc- OPG
とタグの位置が異なる）

OVX ovariectomized 卵巣摘出
PK/PD pharmacokinetics/pharmacodynamics 薬物動態／薬力学
pQCT peripheral quantitative computed 

tomography
末梢骨定量的コンピュータ断層

撮影法
PTHrP parathyroid hormone-related peptide 副甲状腺ホルモン関連ペプチド
QTc corrected QT 補正 QT
RANK-Fc extracellular domain of RANK 

linked to Fc
RANK細胞外領域と Fc 領域との

融合たん白質
RANKL RANK ligand (referred to as OPG 

ligand or TRANCE in older literature 
citations).

RANK リガンド（古い引用文献

では、OPG リガンド又は

TRANCE と称される）
RANKL-HRP HRP-labeled RANKL HRP 標識 RANKL
TNF tumor necrosis factor 腫瘍壊死因子
TRAIL tumor necrosis factor-related 

apoptosis-inducing ligand
TNF 関連アポトーシス誘導リガ

ンド
TRAP5b tartrate-resistant acid phosphatase

isoform 5b
酒石酸抵抗性酸性ホスファター

ゼアイソフォーム 5b
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略号 略していない表現（英） 略していない表現（日）

uNTX/Cr urine NTX corrected for urine 
creatinine

尿中クレアチニン補正した尿中
NTX

vBMD volumetric BMD 体積 BMD
VEGF vascular endothelial growth factor 血管内皮増殖因子
Vss volume of distribution 分布容積
WHO World Health Organization 世界保健機構
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2.4 非臨床試験の概括評価

デノスマブ（開発コード AMG 162）は、RANK リガンド（RANKL）と結合し、RANKL

と RANK の相互作用を阻害するヒト型 IgG2 モノクローナル抗体である。RANKL は、腫瘍

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、骨を吸収する細胞（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 RANKL 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、海外では閉経後骨粗鬆症、並びに前立腺癌及び乳癌患者におけるホルモン

抑制療法に伴う骨量減少を適応症とした開発が先行して行われ、米国では2010年6月と2011

年9月に、それぞれ「閉経後骨粗鬆症」と「前立腺癌及び乳癌患者のホルモン抑制療法に伴う

骨量減少」の適応症を、欧州では2010年5月に「閉経後骨粗鬆症及び前立腺癌患者におけるホ

ルモン抑制療法に伴う骨量減少」の適応症を取得した。その後、米国では、男性骨粗鬆症に

ついても2012年9月に追加承認された。デノスマブは2012年10月現在、60ヵ国以上で承認され、

骨粗鬆症の治療に広く使われている。さらに、骨病変を有する固形癌患者の骨関連事象の発

現抑制に関する適応症についても「1回120 mg、4週間に1回、皮下投与」の用法・用量で2010

年11月に米国及びその他で承認され、販売されている。

国内では、新有効成分含有医薬品として「多発性骨髄腫による骨病変及び固形癌骨転移に

よる骨病変」を効能・効果案とし、海外と同じ用法・用量にて、第一三共株式会社が 2011

年 2 月に製造販売承認申請を行い、2012 年 1 月に承認された。また、関節リウマチ、再発リ

スクの高い早期乳癌患者、及び骨巨細胞腫を対象とした国内臨床試験を実施中である。今回

の提出資料では、骨粗鬆症患者に対する治療法としてデノスマブ 60 mg/mL を 1.0 mL、6 ヵ

月に 1 回皮下投与する液剤の販売承認を申請する。骨粗鬆症の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。

骨粗鬆症は、骨強度の低下を特徴とし、骨折リスクが増大しやすくなる骨格疾患である（世

界保健機構［WHO］研究グループ、1994）。骨強度は、骨密度と骨質の 2 つの要因からなり、

骨密度は、骨強度のほぼ 70%を説明するとされた（骨粗鬆症の予防、診断、及び治療に関す

る米国国立衛生研究所［NIH］コンセンサス開発会議、2001）。また、骨粗鬆症は男女問わ

ず、加齢により発症する。特に女性では、閉経後のエストロゲン欠乏に伴う骨量減少による

閉経後骨粗鬆症も加わり、男性より骨粗鬆症の発症頻度が高い。骨量減少は、主として破骨

細胞の動員、活性化、又は活性の増強による骨吸収の亢進により引き起こされる。 骨吸収が

亢進し、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ルで骨吸収が優位になる

と、その結果、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

収の亢進により、骨梁構造の崩壊、海綿骨及び皮質骨の菲薄化、並びに皮質骨多孔化の可能

性が高まる（Seeman and Delmas, 2006）。

非転移性乳癌又は前立腺癌はホル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, 2003、Messing et al, 1999、Bolla et al, 1997、Walsh, 1997）。しかし、前立腺癌のア
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ンドロゲン除去療法、又は乳癌のアロマターゼ阻害剤治療により、骨粗鬆症や骨折が引き起

こされる（Mincey et al, 2006、Diamond et al, 2004、Lester and Coleman, 2005、Shahinian et al,

2005）。

非臨床試験の概括はモジュール 4 に示した薬理、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 項に示す。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

概要表への相互参照を表示した。なお、これらの非臨床試験はすべて、本邦で 2012 年 1 月に

製造販売承認を取得したランマーク皮下注 120 mg（デノスマブ[遺伝子組換え]）の承認申請

資料として提出し、審査済みである。
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1. 非臨床試験計画概略

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（Olejniczak et al, 2001）に

従い、規制ガイダンスを遵守して計画された。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社にて実施し、毒性試験を外部受託機関で実施した。

骨粗鬆症治療薬の開発においては、通常げっ歯類モデル（米国食品医薬品局［US FDA］

1994; 欧州医薬品委員会［CPMP］/EWP/552/95 rev 2）を用いて薬効評価が行われる。また、

本邦の「骨粗鬆症用薬の臨床評価方法に関するガイドラインについて（平成 11年 4月 15日 医

薬審第 742 号）」においても、治験薬の効果を動物で評価する際には、少なくとも二種類の

動物で検討する必要があるとされている。しかし、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、ラットを用いた試験は実施せず、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 RANKL（huRANKL）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 はデノスマブと同様の作用を有する内因性

RANKL 阻害剤であり（Kostenuik et al, 2009）、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 を効果的に阻害する。デノスマブは霊長類の RANKL

のみを認識するため、各種骨疾患の非臨床モデルにおいて RANKL 阻害作用を検討する際は、

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た。毒性試験は、

本非臨床の文書の該当項に示すとおり、『日米 EU 医薬品規制調和国際会議（ICH） S6「バ

イオテクノロジー応用医薬品の非臨床における安全性評価」（平成 12 年 2 月 22 日付医薬審

第 326 号）、以下 ICH S6』で示されている指針に準拠して実施した。通常個別の試験として

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ル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原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、薬剤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、経済協力開発機構

（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 及び欧州医薬品審査庁（EMEA）のヒト用医薬品委員会（CHMP）ガイダンス文書を参

照した。
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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問題となり得る事項は、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、

血管系への影響の可能性、及び器官形成期から分娩までの期間における胎児への影響などが

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

下に考察する。

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 RANK/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。

• デノスマブは、ヒト型 IgG2 モノクローナル抗体であり、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 RANKL を阻害することから、種々の非臨床モデルに

おいて RANKL 阻害の薬理作用を検討するために用いた。免疫グロブリン結晶化フ

ラグメント（Fc）を OPG に結合させ（OPG-Fc）、動物モデルでの薬理活性の発現を

向上させた。

• 成熟卵巣摘出（OVX）サルにデノスマブを投与したところ、海綿骨及び皮質骨の骨

量、骨密度（BMD）、及び骨強度が急速に、また有意に増加した。この作用は骨吸

収抑制剤としての薬力学作用によるものである。

• 大腿骨閉鎖性骨折を施した 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た。また、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（TRAIL）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、もう一

つは新生仔 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、デノスマブ投与による成獣の免疫系への有害作用は



2.4 非臨床試験の概括評価

デノスマブ

10

ないことが示唆された。サルに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、RANK/RANKL 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。

• デノスマブはサル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、サルに皮下投与した結果、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 RANKL 阻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。RANKL 阻害を中止した後

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、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。デノスマブの同一性の確認は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、純度の確認は還元キャピラリーゲル電気泳動（rCE-SDS）、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）により実施する。デノスマブの生物

活性は in vitro アッセイ系を用いて、含量は紫外可視吸光度測定法を用いて測定する。本品は、

針付きガラスシリンジに充てんし、たん白質濃度 60 mg/mL の無色～淡黄色で澄明又はわず

かに乳白光を呈する水性注射剤として調製される。製剤は酢酸、水酸化ナトリウム、D-ソル

ビトール及びポリソルベート 20 を含み、pH は 5.0～5.5 に調整される（全体的な品質に関す

る詳細についてはモジュール 2.3 参照）。

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、かつ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（モジュール3.2.S.2.6項参照）。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

ジュール3.2.S.2.6項参照）。したがって、CP1を用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に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PK/PD比較試験（試験報告書103948）を実施

して、CP2における細胞培養培地及び精製工程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.2.6項及びモジュール2.6.4第8.3項参照）。

すなわち、0.1 mg/kg の CP1 又は CP2 デノスマブを雌カニクイザルに単回皮下投与し、血

清中デノスマブ濃度及び血清又は尿中骨代謝マーカー濃度を、投与後 672 時間まで経時的に
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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（Cmax）の平均値の差及び濃度―時間曲線下面積（AUC）の 0～336 時間の値

（AUC 0-336 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、骨代謝マーカーの変化は概ね同様であった。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 PK/PD 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 項及びモジュール 2.7.1 参照）を総合すると、市

販用に供する予定である原薬及び製剤は、主要な非臨床試験で使用した被験物質と同等／同

質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)。

骨では、破骨細胞により骨が吸収され、吸収された部位に骨芽細胞が新しい骨を形成するリ

モデリ ングが行われている。この過程では、破骨細胞及び骨芽細胞が時間的、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

代謝回転の速度により評価することができ、ぞ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， 1989)。骨芽

細胞は、カルシウム調節ホル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， 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阻害が、カル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、全身性の骨粗穀症が引き起こされる。

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

ある (Teitellヲaumand Ross， 2003) 0 RANKLは、破骨細胞前駆細胞及び成熟破骨細胞上でRANK

と結合して破骨細胞前駆細胞の破骨細胞への分化を促進し、成熟破骨細胞を刺激して骨吸収

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

させる内因性の可溶性デコイ受容体である (Laceyet a1， 1998)。 したがって骨吸収の充進を

伴 う疾患に対しては、 RANKLの阻害は生物学的に妥当な治療標的である。

OPGは、 RANKL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 a1， 1998、Ominskyet a1， 2008)。デノスマブ、はげっ歯類

のRANKL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

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

る薬力学作用及び RANKLの骨質に対する作用について考察する上で適切と考えられた。

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 RANKLと結合し、その結合は可溶型

及び膜結合型のヒ トRANKLに特異的である。デノスマブ1土TRAIL(DR4及びDR5のリガ

ンド)、 TNF-α、TNF-s，又は CD40リガンド (CD40L) とは結合しなかった(試験報告書

~お1 ) 。 一方で、 OPG は RANKL だけでなく、 TRAIL とも結合することが報告されて

いる (Trunehet a1， 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、カニクイザルはデノスマブの薬理及び毒性の

12 
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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R圃 制 )。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を用いて、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)。 以上の結果から、デノスマブはRANKL特異的であ

り、げっ歯類のRANKLに活性を示さず、デノスマプ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 とが示された。

2.1.2 In vivo試験

デノスマプはヒ卜のRANKL及び非ヒ卜霊長類のRANKLのみを認識して阻害するため、

カニクイザルを薬力学及び毒性試験の最適な動物モデ、ルと して選定した (Kimmel，1996)。

非げっ歯類の選定は、閉経後骨粗穀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 (r骨粗穀症用薬の臨床評価方法に関するガイドラインについて(平

成 11年 4月 15日医薬審第 742号)JヲUSFDA 1994; CFMP/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、骨粗棄さ症にて一般的に用い られるげっ歯類モデ、ルを

用いて評価することは不可能であった。

デノスマブの RANKL結合部位はヒ 卜とイヌの聞でも類似していたが、 イヌを用いた試験

では、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、骨粗穀症治療

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、イヌはデノスマブの薬効評価試験の第三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、げっ歯類の骨疾唐、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 mVIVOにおいてデノスマブの適切なサロゲー トであるこ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。遺伝子組換えマ ウスでは、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、デノスマブに対する

反応性を検討した。 このノックインマウスに発現する 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。組換えOPG

及びデノスマブ (5mg/kg、皮下投与、週 2回)により 、組織学的には破骨細胞面の割合が低

下し、また、生化学的には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ブア

ターゼアイソフォーム 5b (TRAP5b) が低下するなど、類似した骨吸収抑制作用を示すこと

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 B.tvfD( vB.tvfD )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~321 及び~刷、 Kostenuik

13 
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al, 2009）。

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ても多くの知見が得られ、その

知見をもとにその後の骨質試験が計画された。若齢無去勢カニクイザルにデノスマブ 1 mg/kg

を単回皮下投与すると、血清中 N-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、速やかかつ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

を月 1 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、同部位で実施した三点曲げ試験における骨強度の間に相関性が認められた（試

験報告書 102090）。

代表的な骨粗鬆症の動物モデルとして、成熟（9～16 歳）OVX カニクイザルを用いて、デ

ノスマブ 25 又は 50 mg/kg を月 1 回、長期間（16 ヵ月間）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ル群と比較して、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。また、腰椎、大腿骨近位部、大腿骨頸部、

及び脛骨骨幹部の 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

ロール群と比較して橈骨遠位部及び脛骨近位部骨幹端の海綿骨 vBMD が有意に減少したが、

デノスマブはこれらの部位における海綿骨量の減少を完全に防止した。さらに、デノスマブ

投与により脛骨骨幹部の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傾向を示

したことから、断面二次モーメント（CSMI）が有意に高値を示した。これらの結果から、デ

ノスマブは骨質を表す血中マーカーを改善し、骨吸収を抑制して骨密度を増加することによ

り骨強度を改善することが示された。

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

薬）を6ヵ月間投与した後デノスマブ（25 mg/kg、皮下投与、月1回）に切り替えた場合の骨

密度、骨強度、及び血清カルシウムに対する影響についても評価した（試験報告書106564）。

投与を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、及び橈骨遠位部のBMD

はアレンドロネート投与時よりも増加した。なお、骨強度や他の骨質パ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ヵ月間前投与した後、デノスマブ投与に切

り替えると、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、一過性の平均血清カルシウム値の低下は4.5%で

あった。これらの知見から、ビスフォ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。

デノスマブは骨吸収過程において破骨細胞の機能を阻害することから、骨折治癒及び骨性
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仮骨のリモデリングに対する作用について検討した。デノスマブが結合する huRANKLノッ

クインマウスに大腿骨閉鎖性骨折を施し、骨折後 2日目から溶媒、デノスマプ又はアレンド

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

ロネー卜投与群の骨折骨は、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。マイクロコンピュータ断層撮影法(マ

イクロ CT)解析では、デノスマブ投与群の骨折仮骨の骨塩量、骨面積、及び骨量比率は、

溶蝶コントロール群に比べて、いずれの時点においても有意に増加した。骨折後42日目では、

デノスマブ投与群の仮骨は溶媒コントロール群と比較して有意に大きかったが、これは思ら

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、この軟骨の

残存はアレンドロネート投与群でも同様に認められた。逆に骨吸収が充進している 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、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が高度に石灰化

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。

骨折仮骨のマイクロ CT画像を図 2-1に示す。

本試験において注目すべき点は、デノスマブの投与により骨折部位の骨強度が低下しなか

ったことであ り、 このことはデノスマブP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。また、骨折部位の骨強度及び剛性が、溶

媒コン トロール群と比較して増強しているのは重要な点である。デノスマブの投与によ り大

きな仮骨が形成されたが、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~制)。

15 
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CONTROL, 溶媒投与群; ALN, アレンドロネート投与群; AMG, デノスマブ投与群

図 2-1 デノスマブ又はアレンドロネートを投与した huRANKL ノックインマウスの   

骨折部位の代表的マイクロ CT 画像

2.1.3 薬力学的メカニズム

RANKL は、TNF スーパーファミリーに属し、膜結合型又は可溶性たん白質として存在す

る。RANKL は骨芽細胞系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

おいて中心的な役割を果たす（Lacey et al, 1998、Lacey et al, 2000）。RANKL には分泌型、膜

結合型、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 RANKL が血清カルシウムの上昇、骨

吸収の促進を引き起こし、結果として骨粗鬆症を導く（Lacey et al, 1998）。また、RANKL

は成獣ラットより単離した破骨細胞を活性化し、骨吸収能を増加させる（Burgess et al, 1999）。

前述のとおり、OPG は可溶性であり、内因性の RANKL 阻害剤である。組換え型 OPG は、

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、RANKL を認識することから、骨に対す
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る作用機序は OPG と同様である。したがって、骨疾患モデルにおいて、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（図 2-2）。

内因性の OPG は、110 kD、内因性、分泌型の糖たん白二量体である（Simonet et al, 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呈する（Simonet et al, 

1997）。対照的に、OPG 欠損マウスは、表現型として重度の骨粗鬆症を示す（Bucay et al, 1998）。

また、組換え型 OPG を動物に投与すると、デノスマブと同様の作用機序で破骨細胞を阻害し、

骨吸収を抑制する（Simonet et al, 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プールに影響を及ぼし）、成熟破骨細胞

の活性を阻害し（Simonet et al, 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（Akatsu et al, 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（Dunstan et al, 1997、Simonet et al, 1997）。組換え型 OPG は、ラットの

OVX に伴う骨量減少を防ぎ（Ominsky et al, 2008）、結腸由来癌細胞 Colon26 担癌マウスにお

ける高カルシウム血症（HCM）を是正した（Morony et al, 2005）。また、副甲状腺ホルモン

関連ペプチド（PTHrP）及びインターロイキン（IL）-1等の各種骨吸収刺激物質により誘発

される血中カルシウム値の上昇も是正し（Morony et al, 1999）、アジュバント関節炎ラット

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（Kong et al, 1999a）。

以上の実験データ及び作用機序の同等性に関する知見から、骨疾患モデルにおいてデノスマ

ブは OPG と同様に作用する可能性が示された。
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CFU-M: マクロファージコロニー形成ユニット

出典: Boyle et al. 2003 から改変

図 2-2 デノスマブの作用機序

2.2 副次的薬理試験

RANK/RANKL 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/RANKL 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。そこで、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、並びに骨成長に対する RANKL

阻害の影響についても考察する。

2.2.1 免疫系

RANK/RANKL ノックアウトマウスではリンパ節が発生しない（Kong et 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樹状細胞に限局して発現して

おり（Anderson et al, 1997、Choi et al, 2001、Wong et al, 1997a、Wong et al,1997b）、RANKL の

免疫調節への関与が推測された。RANKL 阻害に伴う免疫系の変化についてはげっ歯類を用

いて様々な研究が実施されており、モジュール 2.6.2 に詳述した。なお、デノスマブはげっ
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歯類 RANKL 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 RANK 細胞外領域

と Fc 領域との融合たん白質（RANK-Fc）及び OPG-Fc などの RANKL 阻害剤を使用した。ま

た、サルにはデノスマブを高曝露で最大 16 ヵ月間投与し、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 RANK/RANKL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

RANK 又は RANKL 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、パイエ

ル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（Kong et al, 1999b、

Dougall et al, 1999）。RANK 及び RANKL は、妊娠約 14 日の胚発生期におけるリンパ節の「イ

ンデューサー」細胞（CD3-CD4+CD45+）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（Kong et al, 1999b、Dougall et al, 1999）。RANK ノックアウトマウスでは脾臓

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（Jacquin et al, 2005）。RANKL ノックアウトマウスでは初期 B 細胞発達に不全がみ

られ、胸腺の細胞充実度が低い（Kong et al, 1999b）。また、RANKL ノックアウトマウスには

表皮ランゲルハンス細胞が少ないことが報告されている（Barbaroux et 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

RANK/RANKL 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、RANK/RANKL シグナリングを部分的に阻害して

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

RANK/RANKL 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

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

りも約 100 倍高かった（Stolina et 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（Stolina et al, 2007）。妊娠カニクイザルにデノ

スマブを 50 mg/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

RANK/RANKL 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/RANKL 系が胎仔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。

2.2.1.2 基礎免疫系

RANK/RANKL ノックアウト動物から得られたデータを踏まえ、広範囲の基礎免疫系に対

する RANKL 阻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ブリン値は正常であり、in vitro の T 及
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び B 細胞の細胞増殖反応も正常であった（Stolina et al, 2003）。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胞数の低下やリンパ組織欠損の表現型は認められず、血液

及び脾臓の免疫細胞成分（免疫表現型分類を含む）の低下、体循環中サイトカイン値の上昇

あるいは低下、体循環中免疫グロブリン値の上昇あるいは低下、in vitro での T 及び B 細胞の

細胞増殖反応の低下はみられなかった（Stolina et al, 2007）。デノスマブを最大 16 ヵ月間投与

したサル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、RANKL 阻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 RANK/RANKL 系の影響は胚発生

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 RANKL により樹状細胞の生存が延長し、樹状細胞刺激による T 細胞増殖が亢進

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

胞の機能の亢進は、恐らく樹状細胞上の RANK/RANKL 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、RANKL が抗原特異的制御性 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、RANKL 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（Loser et 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

胞依存性抗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（Stolina et 

al, 2003）。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、キーホールリンペットヘモシアニン（KLH）に対する抗原特異的

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

クス（pneumovax）に対する T 細胞非依存性抗体反応はわずかに増強し、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（Stolina et al, 2007）。さらに、

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

は皮膚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

モデルではランゲルハンス細胞、樹状細胞、T 細胞、及び B 細胞の統合した機能が検討され

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 al, 2006）、UV 誘発性の皮膚免疫抑制が 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 RANKL 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ルス感染症のモデルにて検討した。マウスに OPG-Fc



2.4 非臨床試験の概括評価

デノスマブ

21

を投与しても細菌誘発肝損傷、細菌性肉芽腫形成、細菌感染量に対する影響は認められなか

った（Stolina et al, 2003）。マウスに RANK-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、抗原特異的 IgG 反応、及び循環血中サイトカ

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

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

及び CD4+応答は正常であった（Bachmann et al, 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 及びインフルエンザウイルス

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囲の病原体に曝露され

ているにもかかわらず（Sasseville and Diters, 2008）、デノスマブを最大 16 ヵ月間投与したサ

ル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、RANK/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、RANKL 阻害は感染因子への免疫応答を開始する能力に対して

は影響を及ぼさないことが示唆される。

2.2.1.5 免疫介在性疾患に対する影響

免疫が介在する種々の疾患モデルにて RANKL 阻害の影響が検討されている。

T 細胞依存性のラットアジュバント誘発関節炎において、OPG-Fc を投与したところ骨及び

軟骨の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（Kong

et al, 1999a）。同様に、アジュバ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（Stolina et al, 2009）。

炎症性腸疾患に対するRANKL阻害の影響がCD4+CD45RBhigh T細胞導入免疫不全マウスモ

デルにて検討されている（Byrne et al, 2005）。このモデルに免疫グロブリン結晶化フラグメン

トに結合させた OPG（Fc-OPG）を投与したところ骨密度は増加したが、消化管炎症又は骨

髄の炎症性細胞浸潤に対する影響はなかった。一方で、CD4+CD45RBhigh T 細胞介在大腸炎様

のモデルにおいては、抗 RANKL 抗体によって外因性 CD4+CD25+制御性 T 細胞の免疫抑制能

が阻害された（Totsuka et al, 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（Ashcroft et al, 2003）。

RANKL の役割は同種異系膵島細胞移植モデルにおいても検討されている（Wojtusciszyn et

al, 2009）。In vitroにてCD3/CD28刺激を行うとCD4+T細胞上のRANKLの発現が増加するが、

RANKL 阻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。In vivo にて RANKL 阻害剤を短期間投与しても同種異

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、あるいは減弱などとばらつきがあり、モデル間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、消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）。これらの知見から、免疫系が正常な成獣に対
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しては、RANKL 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

RANK 及び RANKL 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 RANK 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 RANKL を阻害しても、げっ歯類及びカニクイザ

ル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。RANKL 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モデルにおいて、

RANKL 阻害は影響を及ぼさなかった。また、RANKL 阻害によって、制御性 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、皮膚免疫反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、

RANK/RANKL 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、RANKL 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。この見解は免疫系における RANK 及

び RANKL に関する最新の総説に示されており、「RANKL、RANK、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、又は樹状細胞に

おいてはCD40L/CD40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」と述べられている（Leibbrandt and Penninger, 2008）。

2.2.2 乳腺及び授乳

RANK/RANKL 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

よる授乳不全が認められた（Fata et al, 2000、Martin and 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。妊娠中の乳腺内で RANK 及

び RANKL 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-Suarez et al, 2007）。ウイルスプロモータにて制御された RANK 乳腺発現モデルで

は、RANK によって乳腺内の細胞増殖が亢進され、腺胞の分化が損なわれていた。また、

RANKL 阻害によって乳腺内の細胞増殖が抑制された（Branstetter et 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、IκB キナー

ゼ α（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（Cao

et al, 2001、Mulac-Jericevic et al, 2003、Srivastava et al, 2003）。妊娠カニクイザルにデノスマブ

を50 mg/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（試験報告書112197）、

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
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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卜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卜

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~削0) 0 OPG-Fc ~ 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、骨組織中のピスフォスフォネー卜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司 Fcや RANK-Fcを投与した場合、骨吸収抑制は

軽度であり、日歯萌出は抑制されなかった(試験報告書 ~0340 及び R20捌282) 。

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ヲ 2009、

Marksラ 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、

歯の萌出や形成に広、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 RANK!RANKL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， 1999b、Liet al， 2000)、ラットに

ピスフォスフォネー卜 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

担 dWiseラ 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 RANK-Fcを投

与しで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~制O 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、埋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

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慮すると、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

も歯牙萌出が理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 ~白川び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J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、Jale九北 etal， 2002)、ピ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理延が認められている
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(Kamoun-Go1drat et a1， 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たりす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、ピスブオ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、アレンドロネー卜を新生イ子 (2坦齢)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

~0340 )。骨端、骨幹端、骨幹における骨量増加は、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三次モーメントの増加)

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

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卜投与に

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(例えば靭性などの、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とアレンドロネー卜 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-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-Fc、あるい

はアレンド、ロネー卜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R園 川 。

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。 ピスブオ

スブォネート は骨組織中での半減期が長いため、アレンドロネート投与ラッ トでは骨量が増

加したままであった (試験報告書 R20090070)0 OPG-Fcやアレンドロネ}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-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 1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の影響を 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 ~03叫び 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
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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の低用量で減少し、高用量ではさら

なる減少が認められた。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(大胆骨の横断面積や断面三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司 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 ~0340 ) と一致した。組織

学的には、 OPG-Fc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司 Fcを投与した新生{子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司 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RANKIRANKLノックアウトマウスでも観察されている (Konget al， 1999b、

Li et al， 2000)。また、類似した成長板変化はコロニー刺激因子一 1(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 al， 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 ピスブオ スフォネー トであるアレン ドロネー トを投与したラ

ットには影響がないことから、デノスマブと CSF-1阻害では破骨細胞分化が障害されるのに

対し、 ピスブオスブォネー 卜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 トでは、体重が増加し、成

長板の形態が正常化したことから、 OPG-Fc投与によるこれらの変化は可理的である可能性

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
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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、プ夕、あるいはカニクイザルに投与しでも、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 al， 2000、Rosset al， 2001、Kimet al， 2006、Ominsky

et al， 2007、Ominskyet al， 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 RANK-Fc投与により RANKほ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 RANK尽ANKL経路の

阻害は、ピスブオスブォネー卜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示唆

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(断面三次モー

メン卜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

ントリンジックな強度(靭性)が減少した (Ominskyet al， 2009)。これは OPG-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~山0) とは相反する結果であ

る。l及び 2ヵ月齢の OPGトランスジェニックラット 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末解明のま

まである。

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格の成熟まで 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 RANKL阻害試験において、好中球及びグ、ロプリンの

上昇、赤血球パラメ ータ及びアルブ?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。これらの値は副作用によるものではなく、歯牙萌出異常

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リンは低下 した。

結論として、新生仔ラッ トにOPG-Fcや RANK-Fcを投与して RANKLを阻害した結果、成

長板の異常、骨長の減少、骨量の増加、構造的骨強度ノ号ラメ 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

吸収を著しく抑制する 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-Fcの投与中止により部分的に回復したが、エクス トリ 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ブを使用
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する際には、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 in vitro モデルにて検討されている。

データについてはモジュール 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、同じ著者らが他の

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（McGonigle et al, 2009）。In vivo

試験では、血管内皮増殖因子（VEGF）あるいは塩基性線維芽細胞増殖因子（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応は一定ではなかった。

ある実験では血管新生が増強され（試験報告書 R2002266）、他の 2 つの試験では血管新生に

変化が認められなかった（試験報告書 R2002204 及び R2002267）。また、ヘパリン含有ハイ

ドロゲル移植モデルでの血管新生は OPG により増強されることが示された（McGonigle et al, 

2008）。これらの実験モデル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困難で

あることから、霊長類を用いて RANKL 阻害剤投与による in vivo における影響を評価した。

デノスマブを長期投与した霊長類において血管の異常は認められず、血管新生に対する影響

（増強あるいは減弱）はないことが示唆された。RANK 及び RANKL 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

応答惹起に対する反応に基づくと、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‐1（Ang-1）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（Yancopoulos et al, 

2000）。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

得られていない。

結論として、in vitro 及び一部の in vivo モデルにおいて血管新生に対する RANKL 阻害の影

響は一貫していないが、動物系全体においては血管新生に変化がないことが示唆されている。

2.2.4.2 血管石灰化及びアテローム性動脈硬化症

RANK/RANKL/OPG 系と血管疾患との関連が示唆されており、RANKL 阻害が血管疾患の

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（Morony et 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（Bucay et al, 1998）が認められ

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

動物モデルにおいて、RANKL 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（Price et al, 2001、Morony et al, 2008、Finger et al, 2009、Helas et 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（Panizo et al, 2009）。

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

RANKL 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 ヵ
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月間投与したサル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 阻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、循環血中サイトカイン値、あるいは血漿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（Morony et al, 2008、Ovchinnikova et al, 2009）。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（Kiechl et 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ルにお

いて循環血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、非臨床データからは RANKL 阻害には血管石灰化に対する保護作用があること

が示唆された。また、RANKL 阻害はアテローム性動脈硬化に対しては影響を及ぼさないこ

とが示唆されたが、この結果は臨床データと一致する。

2.2.5 体温調節

RANK/RANKL 系は体温調節に関係していることが示されている（Hanada et 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 RANK/RANKL 経路が必要であった。さらに、雌のみにお

いて基礎体温の維持に RANK/RANKL 経路が重要であった。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 を投与しても体温は変化しなかった。デノスマブ

はモノクローナル抗体であり、血液脳関門を通過して中枢へ効果を及ぼすことは考えにくい。

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ル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。
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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埋め込んだカニクイザル

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

デノスマブを 0.3、3 又は 30 mg/kg で単回皮下投与したところ、心拍数、平均血圧、心臓の

活動電位、あるいは呼吸数に対して、30 mg/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、モジュール 2.6.3、第 4 項）。さらに、サルの 12 ヵ月間反復投与毒性試験

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、

大動脈、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、モジュール 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K+チャネ

ルの阻害を示す分子は、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ルター及び活性化ゲート間に存在するチャネルキャビティにあるこ

とが知られている（Mitcheson et al, 2000a、Mitcheson et al, 2000b、Zou et al, 1997）。hERG試

験のようなin vitroアッセイ系は、メンブランフィルターを通過し、hERG K+チャネルの上記

キャビ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質は、その分子サイズにより細胞内への浸透が制限される（Vargas et 

al, 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150 kD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、in vivo 試験において、心血管リスク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、他の薬剤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。サル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）。

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、反復投与時の薬物動態パラメータについてはカニクイザルでのみ評

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

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

物種であるカニクイザルを中心に実施し、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、カニクイザルに 125I-デノスマブを単回皮下投与後、

固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。この測定法では、

RANKL をプレコートした 96 ウェル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使用した。標準試料、QC 試料あるいは血清試

料をウェルに添加し、非結合画分を洗浄除去後、西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）標識

RANKL（RANKL-HRP）をウェルに添加した。非結合の RANKL-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び過酸化水素）をウェルに添加した。呈色反応はウ

ェルに結合したデノスマブの量に比例して進行する。硫酸を添加することにより呈色反応を

停止させ、450～650 nm 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

デノスマブが RANKL 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

の静脈内投与時の薬物動態は約 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）。単回皮下投与（1 mg/kg）後、両動物種ともに投与

後 72 時間に血清中デノスマブ濃度は Cmax 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。huRANKL 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、デノスマブの薬物動態における

RANKL 及び FcRn 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

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）、1～3 mg/kg

の間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
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の薬物動態も 0.0016～1 mg/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 3-1）。
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図 3-1 カニクイザルに単回皮下投与後の血清中デノスマブ濃度推移

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－標準偏差。

出典: 試験報告書 101398

3.3 分布

カニクイザル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、125I -

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

射能は測定可能であったが、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み込みのないことが示された。リンパ節及

び脾臓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 RANKL 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

れる。
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3.4 代謝

デノスマブがモノクローナル抗体であるということ、さらに、既存のガイダンス『ICH S3A、

「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」（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目的としたものであ

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

マブ等の免疫グロブリンは、生体内での分解により消失するものと考察されている

（Waldmann 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、RANKL 結合が関与すると思われる飽

和性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（Xolair® US 添付文書, 2010、Xolair® 欧州

公開審査報告書, 2007）及びエファリズマブ（Coffey et al, 2005）等、他のモノクローナル抗

体でも認められている。

3.5 排泄

カニクイザルに 125I-デノスマブを単回皮下投与後、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回収された。投与した放射能の総回収率は、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

泄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

ロブリンであるため、循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 100～800 mg/kg で 5 日間）経口投与して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示されており（Lobo et al, 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（Van de Perre, 2003、

Lobo et al, 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ブ含量を予測すること、その

結果をもと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-1 や IL-6 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、RANKL が

CYP 発現調節に関与することを示すデータはない。RANK 及び RANKL はいずれもヒト肝細

胞に恒常的に発現しているわけではないため（Su et al, 2004）、全身性 RANKL でも肝細胞膜

上のRANKとの結合によって肝CYP 発現を調節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
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されている（Stolina et al, 2007 及び第 2.2.1 項）。以上より、デノスマブが直接的に、又は RANKL

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 in vitro 及び in 

vivo 試験により評価した（モジュール 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相殺するため、長期試験ではより高い

用量を使用した。非臨床毒性試験プログラムは、臨床試験プログラムを支持する目的で、デ

ノスマブ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、ICH S6 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。ICH S6 に従い、サルの心血管系に関す

るデノスマブの安全性薬理試験で 0 、0.3 、3.0 及び 30 mg/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 50 mg/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

デノスマブの種特異性のため、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ルは、一連のカニクイザル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、予測された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 サルの反復投与毒性試験

カニクイザル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プロファイル

を検討した。1 ヵ月間反復投与試験において、週 1 回の 0、0.1、1、及び 10 mg/kg の皮下注

射、あるいは 10 mg/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 NTX 濃度は、雌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 による測定では、脛骨近位端及び橈骨遠位端の総 BMD

が雄で増加した。投与期間あるいは 3 ヵ月の休薬期間中、毒性学的に重要な事象はみられな

かった。血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

ブ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

陽性は低用量群で 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

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曝露及
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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、サルに 0、1 、10 、及び 50 mg/kg の用量で、デノスマブを月 1 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、眼科学的検査、心血管、

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。血中免疫グロブリン値

（IgG、IgM、及び IgA）及びリンパ球分画数（T 細胞、B 細胞、及びナチュラルキラー［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、抗体陰性動物と比較し、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、脛骨、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。

初回投与後のデノスマブ曝露量（Cmax 及び AUC に基づく）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 50 mg/kg と考えら

れた（試験報告書 102090、モジュール 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、6 ヵ月間にわたる推定曝露（AUC に基づく）は、閉経後骨粗鬆症患

者に 60 mg を 6 ヵ月に 1 回の投与した国内臨床試験（試験 20050172）で認められた曝露（6

ヵ月間の AUC）の約 210 倍高値、また海外臨床試験（試験 20010223）で認められた曝露の

約 150 倍高値であった。また、16 ヵ月の骨粗鬆症予防試験（試験報告書 103981）の曝露は、

試験 20050172 試験で認められた曝露の約 135 倍高値、また試験 20010223 で認められた曝露

の約 95 倍高値であった。

投与期間中に高用量群のサル雄 1 例が試験 76 日に死亡し、雄 1 例を一般状態の著しい悪化

により試験 289 日に動物倫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

び摂餌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

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。下痢の原因は明確に特定されなかったが、糞便検査に

おいて Giardia sp.及び Cryptosporidium sp.がデノスマブ投与及び対照群の試験動物 64 例中 47
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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両方に関連する可能

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、投与群間の相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 例の動物の病的状態及び死亡において役割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、いずれの動物でも血液学的

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 日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、脾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。脾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。軽微で急性限局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, 2000）。また、カニクイザ

ル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-Gaillot et 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、通常下痢とともに

認められるという報告もある（Takeuchi et al, 2008）。同程度の心臓の病理所見は対照群の 1

例にも認められたが、投与期間終了時の高用量デノスマブ投与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、このサル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 289 日に瀕死状態により安楽死させたサル（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、陰窩微小膿瘍及び絨毛萎縮に加

え、原虫性の急性腸炎が認められた。これらの病変のスペクトルから、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。腸内原虫はヒト以

外の霊長類ではまれなものではなく、様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

窩微小膿瘍が対照群を含む各投与群の複数のサルで認められている。試験 170 日時点で、免

疫グロブリ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。

長期投与毒性試験のデータを総合的に判断すると、同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

与した骨粗鬆症予防試験（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 例の死亡は、デノスマブ投与に起因する可能性は低いと考
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えられる。

4.3 遺伝毒性試験

デノスマブは、すべて天然アミノ酸で構成される遺伝子組換えたん白質であり、無機ある

いは合成有機リンカー、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直接 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、ICH S6 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、ICH S6 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

腫瘍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、げっ歯類でのホル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、RANKL 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（Branstetter et al, 2008）。以上のことから、

RANK/RANKL 系ががん細胞の生存シグナルとして機能する場合には、デノスマブの作用に

よってこのシグナルが減弱することで、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/RANKL/OPG システム

の血管新生に対する影響は第 2.2.4.1 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、in vivo モデル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直接的な活性はいくつかの in vitro試験でも検討さ

れている（Jones et al, 2006、Mori et al, 2007、Armstrong et al, 2008）。これらの試験で、RANKL

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、細胞遊

走を誘導し、この細胞遊走は RANKL 阻害によって阻害された。

RANKL 阻害は単独、あるいは細胞傷害性薬物、分子標的薬、及びホルモン薬との併用で、

多くの in vivo げっ歯類担がんモデルにおいて評価が行われている（試験報告書 R2006160、

R2006161、R20080161、R20080162、R20070953、R20080083、R20070963、R20080310、R20080331、

及び R20080332）。その結果、RANKL 阻害はすべての骨関連モデルで有益な作用が認めら

れている。乳腺腫瘍モデルでは RANKL 阻害により発がん抑制と生存期間の著明な延長が認

められた（試験報告書 R20090211、Gonzalez-Suarez et al, 2010、Schramek et al, 2010）。各種

ヒト腫瘍皮下移植モデルでは RANKL 阻害による有害作用は認められていない。他の治療薬
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と併用した場合、RANKL 阻害による相加的な腫瘍増殖抑制作用が認められるか、あるいは

腫瘍反応に変化がないことが示されている。これらの様々な動物モデルを用いた検討から、

RANKL 阻害に伴う発がんリスクは示唆されていない。

RANK/RANKL 系は、免疫系の調節因子であり、一部の免疫細胞に発現しているとの仮説

もある（Anderson et al, 1997、 Choi et al, 2001、 Wong et al, 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、がん細胞及び腫瘍形成ウイルスの検出

と排除には、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。

例えば、通常免疫抑制剤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リ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 RANKL 阻害

による免疫の不全は認められていない（第 2.2.1 項参照）。特に、ヒトでの曝露の数倍の用量

のデノスマブを最大 16 ヵ月間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（Clarke et al, 2008）。リンフォクリプトウイルスは典型

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（Moghaddam et al, 1997）が、投与期間 12 ヵ月までのデノスマブの

試験ではサルの B 細胞過形成は認められていない。

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

と判断される。

4.5 生殖発生毒性試験

デノスマブの雌受胎能、胚・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

響をカニクイザルを用いて評価した。これらの試験の用量及び投与回数は、投与期間を通じ

て適切な薬物曝露量を維持するよう設定した。雌受胎能試験及び、胚・胎児発生に関する試

験における高用量（12.5 mg/kg、週 1 回）は、サルの 12 ヵ月試験の累積 1 ヵ月投与量と同等

とした。低用量（2.5 mg/kg、週 1 回）は、投与期間中の適切な曝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胚発生に関する試験

性成熟し、月経周期が規則的な雌カニクイザルを用いて、デノスマブの受胎能への影響を

評価した。0、2.5、5.0、及び 12.5 mg/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 1 回皮下投与した。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。全体的に月経周期は、エストラジオール濃度のピークと同時か、エ
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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、エストラジオール及び黄体化ホルモ

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、17β-エストラジオール及び黄体化ホルモン濃度の程度及び経時パタ

ーンは、予測されたとおり、溶媒コントロール群及びデ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、モジュール 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。

雄受胎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 胚・胎児発生に関する試験

デノスマブの胚・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。0、2.5、5.0、及び 12.5 mg/kg を、妊娠 20～50 日の間、

週 1 回皮下投与した。各投与群で胎児体重あるいは器官重量、身体測定値、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。胎児の外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、胸骨分節、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同程度であったため、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

パイエル板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、この試験ではリンパ節の評価は行っていないため、胎児におけるリンパ節の発生に対す

る検討はできなかった。

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 Injection to 

Pregnant Cynomolgus Monkeys With up to 6-Months Postnatal 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

は器官形成期（妊娠 20～22 日）から分娩まで１ヵ月に１回妊娠カニクイザルに皮下投与した

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

時の外表、内臓の評価、生後 6 ヵ月での出生児の成長と発達の評価であった。

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 及

び 50 mg/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ブ投与群でそれぞれ 22 例及び 16 例の出

生児を得た。各群母動物と出生児の 6 ペアを分娩後／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 ペア、デノスマブ投与群 4 ペア）を分娩後／生後 180±2
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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胎児死亡）の増加、分娩異常に起因した死亡（1 例）、低カ

ルシウム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児では、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 1 日解剖群あ

るいは出生後死亡／瀕死期解剖例では、（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：腋窩、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。複数組織の感染が途中解剖例の出生児 3 例で検出された。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 日で回復し

た。デノスマブの薬理作用からの回復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1日目で認められていた大部分の骨関連の変化は生後180±2日目では完全に回復した。

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回復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 日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。

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 g·day/mL と 8620 g·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 1 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。デノスマブ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 例中 21 例で検出された。デノスマブ投与群の出生児

14 例中 7 例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 1 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完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リ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」と
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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 RANKL 阻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 2.2.3 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、『ICH M3「医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」（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、注射時の軽度の疼痛、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 抗原性試験

抗原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。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。デノスマブはサルにおいて高い免

疫原性を示した。モジュール 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反応（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、安全性プ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

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。デノスマブの免疫原

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

免疫毒性の評価を目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鬆症予防試験（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、免疫系のインテグリ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 2.2.1 項、モジュール 2.6.2 第 3 項、モジュール 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。
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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（RANKL）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、デノスマブが薬物依存性ある

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 代謝物の毒性試験

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い（モジュール 2.6.4 第 5

項参照）。デノスマブが RANKL を標的としたヒト型抗体であり、また実施した試験結果に

おいて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 不純物の毒性試験

デノスマブはバイオテクノロジー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組織以外でのデノ

スマブの結合能を検討した。ヒト組織の標準組織パネルにおいて、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ル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 RANKL 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（Lacey et al, 1998）。ラット、ウサギ、及びサルの各

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断した（試験報告書 102700、101758、

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断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、デノスマブ等のモノクローナル抗体は、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

泄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 RANK/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。

• デノスマブは、ヒト型 IgG2 モノクローナル抗体であり、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、げっ歯類の RANKL とは結合

しない。

• 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、海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、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 スーパーファミリー、特に

TRAIL 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、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。サルに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、RANK/RANKL 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。

• デノスマブはサル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、サルに皮下投与した結果、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 RANKL 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、

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。RANKL 阻害を中止

した後には、一部回復が認められた。

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 in vitro 及び in vivo 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
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感受性の観点から適切であり、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、サルにおけるすべて

の主要な試験は、皮下投与により実施した。デノスマブと閉経後骨粗鬆症の治療において使

用される代表的市販薬（アレンドロネート及びテリパラチド）の主要な非臨床試験項目の比

較を表 5-1 に示した。

表 5-1 主要な非臨床試験項目におけるデノスマブ、アレンドロネート及び

テリパラチドの比較

特性 デノスマブ アレンドロネート テリパラチド

骨形成促進による骨同化作用 - - +
骨吸収抑制による骨の安定化 + + -
破骨細胞の作用阻害 + + -
骨基質への取り込み - + -
低カルシウム血症 + + -
高カルシウム血症 - - +
母体毒性 + + +
着床後生存率の低下 + + +

国内臨床試験においてデノスマブの投与期間中に認められた有害事象は、毒性試験から概

ね予測可能であった（モジュール 2.7.4 参照）。また、デノスマブによる骨吸収マーカーの低

下作用（試験 20050172、及び AMG162-A-J301）、大腿骨近位部、大腿骨頸部、腰椎における

骨密度増加作用（海綿骨及び皮質骨）、骨質に対して悪影響を及ぼさないことなどは、薬理試

験の結果から十分に予測できた（モジュール 2.7.3 参照）。臨床試験において骨折治癒遷延は

認められておらず（モジュール 2.7.4 参照）、ノックインマウスを用いて実施した骨折治癒試

験の結果からも、デノスマブ投与が骨折遷延治癒又は骨癒合不全を引き起こす可能性は低い

ことが示された。このように、非臨床試験によりデノスマブの薬力学及び安全性プロファイ

ルは十分に評価され、臨床試験における有効性及び安全性の結果は概ね予測可能であった。

したがって、承認申請資料に含まれる非臨床試験の数及び種類は、本分子の臨床成績を予測

する上で適切であると考えられる。

毒性試験プログラムは、デノスマブの種特異性から 1 動物種に限定して実施したが、毒性

プロファイル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因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、性成熟した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。サルを用いた出生

前及び出生後の発生毒性試験（試験報告書 112197）とげっ歯類で実施された試験では、デノ

スマブの骨（成長への影響）及び末梢リンパ節（形成不全）に対する作用に類似性が認めら

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
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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。同一用量群内の他のサルでは同様な臨床徴候は認められず、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

度の間で適切な曝露マージンが得られた（表 5-2）。NOAEL における抗デノスマブ抗体の発

現頻度が低かったこと、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。
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表 5-2 主要な毒性を評価した試験における NOAEL とデノスマブ申請用量 a)での

曝露倍数算定値

試験の種類
NOAEL 
(mg/kg)

Cmax
b)

(g/mL)
平均(SD)

AUC0-tau
b)

(g·hr/mL)
平均(SD)

AUC に基づく

曝露倍数
c),d)

（試験名）

カニクイザルの 12 ヵ月反復投与

毒性試験（試験報告書 102090）
50 666 (156) 268000 (90300) 150 (試験 20010223)

211 (試験 20050172)

10 157 (37.1) 48200 (21100) 27 (試験 20010223)
38 (試験 20050172)

カニクイザルの 16 ヵ月反復投与

試験（試験報告書 103981）
50 413 (160) 171000 (72400) 95 (試験 20010223)

135 (試験 20050172)
カニクイザルの胚・胎児毒性試験

（試験報告書 102842）
12.5 282 (89.6) 41000 (10600) 99 (試験 20010223)

140 (試験 20050172)
a: 60 mg、皮下注射、6 ヵ月に 1 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ル 2.6.4 第 8.2.2 項で考察する。

c: ヒトの AUC0-6 month 値は試験 20010223（10752 μg･hr/mL）及び試験 20050172（310-317μg･day/mL）から引

用した。

d: NOAEL での曝露は、週 1 回投与の AUC0-tau 値を 26 倍（試験報告書 102842）、月 1 回投与の AUC0-tau 値を

  6 倍（試験報告書 102090 及び 103981）して、6 ヵ月間の AUC（近似値）とした。

AUC = 血清中薬物濃度―時間曲線下面積；AUC0-tau = 0 時間から投与間隔時間までの AUC
Cmax = 最高血清濃度；NOAEL = 無毒性量

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、本申請資料、並びにモジュール 4 に含めた薬理試験及び毒性試験結果は、骨粗鬆症

患者に対するデノスマブの申請用法・用量（60 mg、皮下注射、6 ヵ月に 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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mice
雌雄 huRANKL ノックイン及び野生型マウスへの静脈内投与によるデノ

スマブ（AMG 162）の単回投与薬物動態試験
101494 Pharmacokinetic 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 AMG 162 の薬物動態試験

106893 A single dose pharmacokinetic study of denosumab (AMG 162) following 
intravenous administration to male or female FcRn knockout and wild type mice
雌雄 FcRn ノックアウト及び野生型マウスへの静脈内投与によるデノス

マブ（AMG 162）の単回投与薬物動態試験
101002 Pilot pharmacokinetic 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AMG 162
の予備薬物動態試験

104192 Absorption, distribution, and excretion in cynomolgus monkeys following a 
single subcutaneous administration of 125I-AMG 162
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

び排泄
101398 A single-dose intravenous and subcutaneous pharmacokinetic and 

pharmacodynamic study of AMG 162 in cynomolgus monkeys
カニクイザルにおけるAMG 162の単回静脈内及び皮下投与による薬物動

態及び薬力学試験
104105 Quantitative whole body autoradiography of cynomolgus monkeys following a 

single subcutaneous administration of 125I-AMG 162
カニクイザルにおける 125I-AMG 162 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
103948 Pharmacokinetic and pharmacodynamic comparability study for two 

manufacturing processes of AMG 162 in female cynomolgus monkeys
雌カニクイザルにおける AMG 162 の 2 つの製造工程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 A 1-month study evaluating the effect on bone of AMG162 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、AMG 162 の皮下あるいは静脈内投与によ

るカニクイザルの骨への影響を評価する 1 ヵ月試験
102090 A 6/12-month subcutaneous toxicity study of AMG 162 in the cynomolgus 

monkey with an interim kill after 6 months and a 3-month recovery period
カニクイザルにおける AMG 162 の 6/12 ヵ月皮下投与毒性試験（6 ヵ月後

に中間屠殺、3 ヵ月間の回復期間）
102843 Subcutaneous fertility evaluation of AMG 162 in the female cynomolgus 

monkey
雌カニクイザルにおける AMG 162 の皮下投与による受胎能評価

102842 Subcutaneous embryo-fetal development study of AMG 162 in the cynomolgus 
monkey
カニクイザルにおける AMG 162 の皮下投与による胚・胎児発生に関する

試験
112197 Enhanced Pre-Postnatal Toxicity Study of AMG 162 Administered by 

Subcutaneous Injection to Pregnant Cynomolgus Monkeys with up to 6-Months 
Postnatal Evaluation
妊娠カニクイザルにおける拡充型出生前及び出生後の発生毒性試験

102700 Cross reactivity of AMG 162 with cynomolgus monkey, rat, and rabbit tissue ex 
vivo
AMG 162 のカニクイザル、ラット、及びウサギ組織との ex vivo 交差反応

性
101758 Cross reactivity of AMG 162 with normal cynomolgus monkey and human 

tissues
AMG 162 の正常カニクイザル及びヒト組織との交差反応性

101348 Cross reactivity of AMG 162 with normal human tissues
AMG 162 の正常ヒト組織との交差反応性




