
要 約

CAPD患者における腹膜線維症の発症・進行機序

および予防法を検索するため，ヒト腹膜中皮細胞

（HPMC）とヒト腹膜線維芽細胞（HPFB）を培養し，

高糖濃度下でのこれら細胞における塩基性線維芽細胞

増殖因子（bFGF）の役割とprednisoloneの効果に

ついて検討した．reversetranscriptase-polymerase

chainreaction（RT PCR）法と免疫細胞化学にて

HPMCに糖質コルチコイド受容体を認めた．半定量

RT PCR法では高糖濃度下（4.0％）で コントロー

ル（0.1％）に比し2.5倍のbFGFmRNAの発現を

認め，この効果は1μMのprednisoloneで85％抑

制された． 同様にELISA法では上清のbFGF蛋白

は 1.5倍に増加し,45％ 抑制された． これらの

prednisoloneの効果は 糖質コルチコイド受容体アン

タゴニスト（RU486,100μM）により減弱した．高

糖濃度（4.0％）下 HPMC上清は,HPFB増殖能を

1.9倍増加させ，この効果はprednisolone（1μM）

で85％抑制され，抗bFGF中和抗体（10μg/ml）

で136％抑制された．

以上より，CAPD患者の腹膜線維症発症原因の一

つとして bFGFの関与が考えられたが，predni-

soloneにより発症を予防できる可能性が示唆された．

はじめに

CAPDが末期腎不全の腎代替療法として登場して

以来20年以上が経過したが，腹膜の線維化・硬化に

よる腹膜機能低下は今なお重要な問題である． 腹膜

の線維化は，腹膜炎の有無にかかわらず導入後徐々に

進行する．しかしその発症・進行機序ならびに予防・

治療法はまだ確立されたものはない．

そこで本研究では腹膜線維症の発症・進行機序およ

び予防法を検索するため，

① ヒト腹膜中皮細胞（HPMC）に糖質コルチコ

イド受容体が存在するか，

② 高糖濃度下でHPMCから塩基性線維芽細胞増

殖因子（bFGF）の発現が増加するか，

③ HPMCから分泌されたbFGFはヒト腹膜線維

芽細胞（HPFB）を増殖させるか，

④ prednisoloneはHPMCからの bFGFの発現

を抑制し，HPFBの増殖を抑制できるか

について検討した．

1 方 法

HPMCおよびHPFBの単離は，転移や腹膜炎のな

い胃癌手術患者の大網から Stylianouら1）および

Beavisら2）の方法に従い行った．得られた細胞はそ

れぞれサイトケラチン，ビメンチン，第Ⅷ因子で免

疫染色を行い，ほかの細胞の混入のないことを確認し，

HPMCは12継代目，HPFBは35継代目の細胞を

実験に使用した．なお，検体の採取にあたっては，広

島大学医学部倫理委員会の承認を得ており，事前に患

者にインフォームドコンセントを行い承諾を得た．

1） HPMCにおける糖質コルチコイド受容体

HPMCにおける糖質コルチコイド受容体の存在に

ついては mRNAの発現を RT-PCR法で，蛋白の発

現を免疫細胞化学で確認した．

RT PCR法：初代HPMC1×106個を60mmの
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dishesで培養し，sub-confluentになったところで

totalRNA をChomczynskiら3）の方法で抽出した．

reversetranscriptase（ReverTraAce,Toyobo）

と RNaseinhibitor（PromegaCo.）で逆転写し，

sense5・-TGCAGCAGTGAAATGGGCAA-3・,antise-

nse 5・-CGGGGAATTCAATACTCATGGTC-3・の

primerを用いて95℃1分,56℃1分,72℃2分，

40cycleでPCRを行った．PCR産物は2％アガロー

スで電気泳動し，ethidium bromideで発色した．

免疫細胞化学：初代 HPMC1×105個を cytospin

法でスライドグラスに張り付け，冷アセトンで10分

固定した．PBSで水和した後，0.3％過酸化水素で内

因性ペルオキシダーゼを処理した．一次抗体はrab-

bitpolyclonal抗ヒト糖質コルチコイド受容体抗体

（SantaCruzBiotechnologyInc.）を使用し，Vec-

tor社のkitを用いてavidin-biotincomplex（ABC）

法を行い，発色は 3,3・-diaminobenzidine（DAB）

で行った．

2） テスト液の調整

テスト液は 10％fetalcalfserum（FCS）添加

M199培地に，ブドウ糖（0.1,1.5,4.0％），predni-

solone（10－2,10－1,1μM），糖質コルチコイド受容

体アンタゴニスト（RU486;100μM）（Sigma）を

用いて計7種作成し，4℃ に保存し3日以内に使用

した．

3） RT-PCR法によるHPMCのbFGFmRNA

半定量

2継代目の HPMC1×106個を 60mmの dishes

で培養し， sub-confluentになったところで 2）の

テスト液を投与した．6時間後に1）と同様の方法で

totalRNAを抽出し，Maedaら4）の方法で semi-

quantitiveRT-PCR法を行った．Cycle数は事前に

cycle数とPCR産物量の標準曲線をprimer別に作り，

25cycleを採用した．Primerは，bFGF:sense5・-

ATGGCAGCCGGGAGCATCACCACG-3・,antisense

5・-TCAGCTCTTAGCAGACATTGGAAG-3・,β-act-

in:sense5・-GATGCAGAAGGAGATCACTG-3・,an-

tisense5・-AGTCATAGTCCGCCTAGAAG-3・とし，

95℃ 1分,56℃ 1分,72℃ 2分，25cycleで PCR

を行った．PCR産物は 2％アガロースで電気泳動し，

ethidium bromideで発色後，charge-coupled de-

vice imaging system （Densitograph AE-6900

MF;Atto）でdensityを測定し，bFGF/β-actin比

を解析した．

4） HPMCからのbFGF蛋白分泌量

24-welldishに 1×105個/wellの HPMCを培養

し，sub-confluentになったところで各テスト液を投

与した．24時間後に上清を回収し，bFGF濃度をR

&DSystems社のELISA kitを用いて測定した．

5） HPMC上清によるHPFB増殖能の変化

96-welldishで培養し，M199無血清培地で増殖

停止期にしたHPFB（5×103個/well）に，上記の4）

で回収したHPMC上清を200μl/wellずつ投与した．

66時間後に 1μCi/wellずつ ［3H］-thymidine

（Amersham）を投与し，6時間後に［3H］-thymi-

dine取り込み試験法でHPFBの増殖能を測定した．

4.0％ブドウ糖で培養したHPMCの上清にはさらに

bFGF中和抗体（10－1,1,10mg/ml,Wako）ある

いはマウスIgG（10mg/ml,Sigma）を添加し同様

のことを行った．

6） 統計解析

結果は3症例それぞれ3回のmean±SEMで示し，

Studentt検定およびＭann-WhitneyU検定を施行

した．

2 結 果

RT-PCR法ではHPMCに糖質コルチコイド受容体

のmRNAの発現を認めた（図 1）．また免疫細胞化

学では，HPMCの核を中心に，一部細胞質にも糖質

コルチコイド受容体蛋白の発現を認めた（図2）．

HPMCの bFGF mRNA/β-actinmRNAの発現

量はコントロール（0.1％ブドウ糖）で 0.55±0.05

（mean＋SEM） であり， 糖濃度依存的に増加し

4.0％ブドウ糖で2.5倍となった（1.37±0.17）（p＜

0.01）．この増加は 1μMの prednisolone添加によ

り 85％ 抑制されたが（0.69±0.16）（p＜0.05），

prednisoloneの効果は 100μMの RU486により減

弱した（1.22±0.14）（p＜0.05）（図3）．

HPMCの bFGF蛋白の分泌量はコントロール
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図2 免疫細胞化学（ABC法）による糖質コルチコイド受容体蛋白の発現

（A） 陰性コントロール（一次抗体不使用）．メチルグリーン核染色施行．

（B） HPMC

（C） 陽性コントロール（HUVEC）．（DAB,400倍）

図1 RT-PCR法によるHPMCの糖質コルチコイド受容体mRNAの発現

PCR産物は矢印（536bp）の所に現れた．（A）陰性コントロール（逆転写してない抽出

したRNA,（B）（C）（D）異なる3例の症例から単離したHPMC，（E）陽性コントロール

（ヒト臍静脈血管内皮細胞（HUVEC））

図3 各テスト液による6時間後のHPMCbFGFmRNAの発現

（＊P＜0.05,＊＊P＜0.001）



（0.1％ブドウ糖）で412±35pg/ml/105cellsであり，

糖濃度依存的に増加し4.0％ブドウ糖で1.5倍となっ

た（631±29pg/ml/105cells）（p＜0.01）．この増加

は1μMのprednisolone添加により45％抑制された

が（533±25pg/ml/105cells）（p＜0.05），predniso-

loneの効果は 100μM の RU486により減弱した

（587±106pg/ml/105cells）（p＜0.05）（図4）．

4.0％ ブドウ糖液にて培養した HPMCの上清は

HPFBの増殖能をコントロールに比し 1.9倍増加さ

せ（14.8±1.1 vs.7.90±0.53×102cpm/5×103

cells）（p＜0.05），この効果は 1μM の predniso-

lone添加により85％抑制された（8.92±1.00×102

cpm/5×103cells）（p＜0.05）（図 5）．また同様に抗

bFGF中和抗体添加により濃度依存的に増殖能は抑制

されたが（136％ suppressionat10μg/ml,6.77±

0.59×102cpm/5×103cells）（p＜0.01），マウスIgG
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図4 各テスト液による24時間後の上清中HPMCbFGF蛋白の発現

（＊P＜0.05,＊＊P＜0.001）

図5 各テスト液投与24時間後のHPMC上清によるHPFBの増殖能の変化

（＊P＜0.05）



の添加では有意な変化を認めなかった（10μg/ml,

1.40±0.12×102cpm/5×103cells）（図6）．

3 考 察

腹膜の線維化・硬化の予防には，CAPD液，de-

viceなど近年様々な改良がなされている．CAPD液

については，重曹使用による中性透析液の開発やグル

コースポリマーの採用，deviceについてはツイン・

バッグ・システムや紫外線による無菌的接続装置など

があげられる．しかし腹膜の線維化・硬化の予防に関

する薬物療法の報告は少ない．

腹膜の線維化とbFGFの関係を示す報告は過去に

いくつかあるが2,5,6），ブドウ糖濃度とbFGFの関係，

bFGFを産生する細胞について示している論文はまだ

ない．また，近年腹膜線維症発症の機序にTGF-βの

重要性を強調するいくつかの論文があるが7－9），

bFGFの方がTGF-βよりもHPFBの増殖に強く作用

するとの報告もあることから10），われわれは腹膜線維

症発症の機序についてbFGFの役割を調べた．本研

究では，高濃度のブドウ糖存在下で HPMCから

bFGFのmRNA発現量と蛋白の分泌量が濃度依存的

に増加することを示したが，これはbFGFの分泌だ

けでなく生成も増加することを意味し，腹膜の障害に

対する修復の調整とリモデリングにbFGFが関与し

ていることが予想される．

糖質コルチコイドとbFGFの関係を示すいくつか

の報告があるが，その結果について一定の見解はない．

Peifleyら11）は血管平滑筋細胞において heparin-

binding epidermalgrowth factor-like growth

factorがbFGFmRNAの発現を誘導するが，この

効果は糖質コルチコイドにより抑制されることを示し

た．しかしPC12細胞では糖質コルチコイドがbFGF

の発現を刺激するが，副腎，心臓，平滑筋，腎臓では

その効果は認められなかったと報告した12）．本研究で

は糖質コルチコイドは患者にとって有益であると考え

られたが，臓器特異性と副作用については今後さらに

詳細な検討が必要である．

糖質コルチコイドの作用には受容体が関与するが，

その存在は，単球，メサンギウム細胞，マクロファー

ジ，ヒト臍静脈血管内皮細胞などで確認されている

が 13－16），HPMCでは確認されていない．今回，

HPMCにおける糖質コルチコイド受容体は，核に強

く発現し，細胞質に軽度認められた．これに関しては，

ステロイドやFCSの存在下で，糖質コルチコイド受

容体はステロイドと結合した後，細胞質から核内に移

行することが知られており15,17），今回の結果は細胞

培養液にFCSが添加されているためと考えられる．

また，本研究では，HPMCが生成・分泌した

bFGFがHPFBの増殖能を上昇させることを示した

が，これはHPMCの存在する腹膜線維症の初期の段
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図6 bFGF中和抗体添加によるHPFBの増殖能の変化

（＊P＜0.05,＊＊P＜0.001）



階について示していることであり，HPMCが脱落し

消失する後期のモデルとはなりえない．後期では増殖

した HPFB が腹膜線維症の進行に大きく関与し，

bFGFもそれに関与すると考えられるが，それは今後

の研究課題である．

4 結 語

本研究では，

① HPMCには糖質コルチコイド受容体が存在す

る，

② 高濃度ブドウ糖によりHPMCのbFGFの発現

が促進される，

③ HPMCから分泌されたbFGFはHPFBの増殖

を促進する，

④ prednisoloneは糖質コルチコイド受容体を介

して，HPMCのbFGFの発現を抑制し，HPFB

の増殖を抑制する

ことを示した．これらの結果は腹膜線維症の発症に

bFGFが関与しており，糖質コルチコイドが腹膜線維

症の発症を予防する可能性があることを示唆する．
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