
要 約

今回われわれは腹膜組織に蓄積する Advanced

glycationendproducts（AGEs）が CAPD患者の

腹膜機能低下の一因であるという仮説に基づき，

AGEs刺激に対する培養ヒト腹膜中皮細胞（HPMC）

のviabilityの変化およびHPMCからの細胞外基質，

cytokineの産生について検討した．その結果，AGEs

による 6，48時間刺激後の培養 HPMCにおいて，

AGEs濃度依存性にviabilityの低下が認められた．

さらに48時間刺激後のHPMC培養上清中typeI-C

procollagen，fibronectin，basic-FGFの濃度は，刺

激したAGEs濃度依存性に有意な上昇を示した．以

上より，AGEsは腹膜中皮細胞のviabilityを低下さ

せ，細胞外基質およびbasic-FGFなどを産生させる

ことにより腹膜硬化を誘導すると考えられた．

はじめに

長期CAPD患者の問題点の一つとして，腹膜機能

低下があげられる．その原因として頻回の腹膜炎，高

糖濃度および低pH透析液の長期使用が考えられてい

るが1），未だその詳細は解明されていない．ところで

腹膜機能維持において腹膜中皮細胞は重要な役割を担っ

ており，CAPD患者の腹膜硬化の中期から後期にお

いては腹膜組織から腹膜中皮細胞が剥離・消失し，結

合組織層のfibrin析出，浮腫がみられ，腹膜機能が

低下することが報告されている2）．

Advancedglycationendproducts（AGEs）は，

非酵素的糖化蛋白であり，老化との関連が論じられて

いる3）．さらには，糖尿病における動脈硬化促進因子，

および糖尿病性腎症における糸球体硬化の原因の一つ

と考えられ，病態生理学的意義が注目されている4）．

また近年，CAPD患者の腹膜組織において血管壁を

中心に結合組織，中皮細胞下層にAGEsの沈着が証

明されている5）．以上より，AGEsは限外濾過などの

腹膜機能保持に重要な役割を有する腹膜中皮細胞に対

しても重大な影響を及ぼすと考えられるが，未だ腹膜

中皮細胞に対するAGEsの影響についての報告はみ

られない．

そこで今回われわれは，腹膜組織に蓄積するAGEs

がCAPD患者における腹膜機能低下の原因の一つで

あるという仮説に基づき， ヒト腹膜中皮細胞

（HPMC）の AGEs刺激に対する viabilityの変化に

ついて検討した． さらに， AGEs刺激に対する

HPMCからの細胞外基質，cytokineの産生を検討し

た．

1 方 法

1） AGEsの調整

AGEsはbovineserum albumin（BSA）4.0gに

50mM glucose-6phosphate,1.5mM phenylmet-

hylsulfonylfluoride, 0.5mM EDTAを加え 37℃

にて16週間インキュベーションし作成した．作成し

たAGEsは，SDS-PAGEよりBSAの分子量サイズ

（66.4Kda）以上の高分子サイズにバンドとして検出

された．また AGEspolyclonalantibodyおよび

carboxymethyllysine（CML） monoclonalanti-

bodyを用いたELISAによる測定において強い反応
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が認められた．以上のようにわれわれが作成した

AGEsは，CMLを主にエピトープとして有すること

が確認できたが，CML以外の成分を有することも示

唆された．

2） HPMCの調整

腹部手術時に取り出したヒト大網からHPMCを単

離し，10％FCS含有 Ham'sF-12培地にて培養した．

3継代目のpureHPMCを1％FCS含有 Ham・sF-

12培地にて24時間培養し細胞を静止期に近づけた．

その後，各種濃度AGEs（0，3.0，14.5，30，145，

725μg/ml）を添加刺激し，6時間後，48時間後に

おける HPMCの細胞増殖態度を［3H］-TdR 取り込

み法にて検討した．さらに48時間後における細胞培

養上清中の細胞外基質成分（typeI-Cprocollagen，

fibronectin，typeIVcollagen）およびbasicFGF，

TGF-βの蛋白濃度をELISA法にて測定した．

2 結 果

1） AGEs刺激培養後のHPMCviability

AGEsによる6時間刺激後の培養HPMCのviabil-

ityは，AGEs濃度0μg/mlに比し，AGEs濃度145

μg/ml以上の刺激において有意に低下が認められた．

また，AGEsによる48時間刺激後の培養HPMCの

viabilityは，AGEs濃度依存性に6時間後よりさら

に強い低下が認められた（図1）．

2） HPMC培養上清中の細胞外基質成分および

成長因子濃度

培養48時間後のtypeI-Cprocollagenの培養上清

中濃度は，AGEs濃度30μg/ml以上で有意な上昇を

示した（図 2）．Fibronectinの培養上清中濃度は，

AGEs濃度依存性に有意な上昇がみられた（図 3）．

さらに培養48時間後basic-FGF濃度は，AGEs濃度

依存性に有意な上昇を示した（図4）．

なお，typeIV collagenおよび TGF-β濃度につ

いては有意な上昇はみられなかった．

3 考 察

CAPD患者は透析液からブドウ糖が吸収されるこ

とにより脂質代謝異常など様々な代謝異常を来たしや

すいと考えられている6）．その上酸化ストレスも受け

ており7），AGEsが産生されやすい状態であることが

予測される．さらに腎排泄機能の荒廃により血液中

AGEs濃度が健常人と比較して高値を示すことが報告

されている8）．またCAPD開始から3カ月を経過す

れば腹膜組織にAGEsの沈着が認められることが報

告されている．その部位は血管壁が最も強く，その他

結合組織，腹膜中皮層下などにも沈着が認められられ

ている9）．さらにPD排液中からもAGEsが確認され
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図1 各種AGEs濃度における48時間刺激後のHPMCviability

＊p＜0.05,＊＊p＜0.01（onewayANOVA）



ている10） ことより，AGEsが血液中から腹腔内に漏

出する際に腹膜組織にtrapされる可能性に加えて透

析液中ブドウ糖の連続的接触により腹膜組織蛋白が糖

化された可能性がある．以上より，CAPD患者の腹

膜組織にはAGEsが沈着・蓄積しやすい状態にある

ことが推測される．中でも腹膜中皮細胞はPD液によ

るAGEsとの接触の機会が最も多く，影響を受けや

すいと考えられる．

今回のわれわれの成績からAGEs刺激により腹膜

中皮細胞は，細胞外基質成分や他のcytokineを産生

することが明らかとなった．腹膜中皮細胞は，高糖濃

度刺激およびTGF-βによっても細胞外基質を分泌す

ることが証明されており11），腹膜硬化との関与が示唆

されている．さらに腹膜炎を起こすことによりTNF-
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図2 各種AGEs濃度における48時間刺激後のHPMC培養上清中typeI-Cprocollagen濃度

＊p＜0.001（onewayANOVA）

図3 各種AGEs濃度における48時間刺激後のHPMC培養上清中Fibronectin濃度

＊p＜0.001（onewayANOVA）



α，IL-1β，IL-6など炎症性cytokineが腹腔内，血

液中内に誘導され，それらを介し腹膜硬化へと進展し

ていく可能性も報告されている12，13）．なお腹膜中皮

細胞は糖濃度依存性にTGF-βmRNAを発現するこ

とが報告されている14）が，今回の成績では，AGE刺

激による腹膜中皮細胞からのTGF-β産生はみられな

かった．

以上より，CAPDにおける腹膜線維化初期におい

ては，AGEs刺激により腹膜中皮細胞から分泌された

fibronectin，typeI，III，IV collagenなど細胞外

基質の増生や，b-FGFによる線維芽細胞の増生によ

り，腹膜の線維性組織変化が生じてくると推測される．

さらに線維化中期から腹膜硬化性変化の時期になれば，

AGEsにより腹膜中皮細胞は障害され，基底膜から剥

離・消失する．その後，腹膜中皮細胞から産生された

b-FGFや他の成長因子により結合組織に増生されて

いた線維芽細胞がAGEsによりさらに刺激を受け，

各種mediatorを分泌し，autocrine，paracrineにて

細胞外基質を大量産生し，腹膜組織の硬化性変化へと

進展していくことが推測される．この間，もし腹膜炎

を合併すれば，TNF-α，IL-1β，MCP-1など炎症性

cytokineの影響により線維芽細胞から細胞外基質が

さらに多く産生され，腹膜硬化進展にさらに拍車がか

かると考えられる．

今後は腹膜中皮細胞と線維芽細胞との相互作用を検

討していくことが必要と思われる．

結 語

AGEsは腹膜中皮細胞のviabilityを低下させ，細

胞外基質やbasic-FGFなどの成長因子を産生させる

ことによりCAPDの腹膜硬化初期において腹膜硬化

へと誘導させうる物質と考えられ，腹膜機能に悪影響

を及ぼすものと考えられる．
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図4 各種AGEs濃度における48時間刺激後のHPMC培養上清中basicFGF濃度

＊p＜0.001（onewayANOVA）
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