
要 旨

CAPD患者の腹膜線維症の発症，進展における

renin-angiotensin系の役割を明らかにするため，培

養ヒト腹膜中皮細胞（HPMC）の細胞外基質産生お

よび細胞増殖に対するangiotensinII（AngII）の

影響について検討した．RT-PCR法とWesternblot-

ting法にて，HPMCに Ang IItype1受容体の

mRNAおよび蛋白の発現を認めた．realtime-PCR

法では，AngII刺激（10nM）によってfibronectin

mRNAは経時的に発現亢進し，6時間においてcon-

trol群に比し1.7倍となった．ELISA法では，Ang

II刺激（10nM）によって培養上清中fibronectin蛋

白は経時的に分泌亢進を認め，24時間後において

control群に比し1.5倍となった．WST-1法および 3H-

thymidineincorporation法では，AngII刺激（10

nM）の24時間後において有意な細胞増殖能の亢進

を認めた（それぞれcontrol群に比し1.2倍，1.6倍）．

以上より，CAPD患者の腹膜線維症の発症，進展機

序の一つとしてAngIIの関与が示唆された．

はじめに

CAPDが末期腎不全の腎代替療法として広く施行

されるようになって20年以上が経過したが，腹膜線

維化による腹膜機能低下は今なお重要な問題である．

腹膜線維化に関与する病態として，非生理的組成を持

つ透析液の継続的な暴露1），重症または再発性の感染

性腹膜炎の既往2）が指摘されている．病理組織学的に

はヒト腹膜中皮細胞（HPMC）直下から線維化が生じ

てくること3），またinvitroにおいてHPMCが炎症

性サイトカインの分泌能4）および細胞外基質（ECM）

の産生能を持つこと5）などから，HPMCがその発症，

進展において重要な役割を担っていると考えられてい

る．しかし，その詳細な機序については未だ明らかに

されていない．

一方，angiotensinII（AngII）は強力な昇圧効

果を持つ生理活性ペプチドとして古くから知られてい

たが，近年ではAngII受容体のサブタイプ（type1，

type2）が同定され，組織固有性に存在する renin-

angiotensin系（RAS）を介して，ECM の産生6），

細胞増殖7），アポトーシス8）に関与するなど，種々の細

胞において様々な生理活性を持つことで再注目されて

いる．

CAPD患者の腹膜線維症と RASの関連性を示す

in vivoの研究には，angiotensin変換酵素阻害薬

（ACEI）であるenalaprilがラットのPDモデルにお

いて高濃度ブドウ糖による腹膜線維化を抑制したとい

う報告9），同じくquinaprilがマウスの被嚢性腹膜硬

化症（EPS）モデルにおいて有効であったとの報告10），

ラットのEPSモデルにおいてAngII受容体拮抗薬
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（ARB）であるolmesartanが有効であったとの報告11）

があるが，いずれも腹膜線維症に対するAngIIの直

接関与についての言及は無く，これまでHPMCにお

ける AngII受容体の発現の有無，AngII刺激が

HPMCに及ぼす影響について示す研究論文は無い．

本研究に先立ち，広島大学病院腎臓内科において

PD排液中AngII濃度を測定したところ，腹膜炎発

症時では平常時（8時間貯留後の排液）の30倍以上

の高濃度（11.6±2.8pg/mL，n＝5→352.4±85.5pg/

mL，n＝5）であった．そこでわれわれは，腹膜線維

症の発症，進展機序におけるAngIIの関与について

明らかにすることを目的とし，腹膜線維症に関連した

培養HPMCの細胞動態における異常としてECM産

生亢進を伴う細胞増殖が指摘されている12）ことを踏ま

え，①HPMCにAngII受容体が存在するか，②Ang

II刺激でfibronectinのmRNA発現および蛋白分泌

が亢進するか，③AngII刺激でHPMCの細胞増殖

能が亢進するかについて検討した．

1 方 法

HPMC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13）の方法に従い行った．得

られたHPMC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

入がないことを確認し，10％ fetalcalfserum（FCS）

添加培養液にて培養した2～3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

大学院医歯薬学総合研究科倫理委員会の承認を得，事

前に患者にインフォームドコンセントを行い，書面に

よる承諾を得た．

1） HPMCにおけるAngIItype1受容体の存在

HPMCにおけるAngIItype1受容体の存在につ

いては，mRNAの発現をreversetranscriptase-poly

merasechainreaction（RT-PCR）法で，蛋白の発

現をWesternblotting法で確認した．

① RT-PCR法

3×105個のHPMCを60mm dishで培養し，sub-

confluentに な っ た と こ ろ で total RNA を

Chomczynskiら14）の方法で抽出，定量した後，2μg

をReverTraAce（Toyobo）で逆転写し，得られた

cDNAを鋳型として，primerを sense5・-CTGAAT

AACTCACTGATGCC-3・，antisense5・-TAGGTAA

TTGCCAAAGGGCC-3・とし，サーマルサイクラー

PC-800（Astec）を用いて40cycleのPCRを行った．

PCR産物は 1.5％ アガロースゲルで電気泳動し，

ethidium bromideで発色した．

② Westernblotting法

1×106個の HPMCを T75flaskで培養し，sub-

confluentになったところでPBS（－）による洗浄を

行い，0.5mLのRIPA buffer（cellsignalingtech-

nology）を用いて celllysateとし，BCA protein

assay（Pierce）にて蛋白定量および濃度調節を行っ

た後，Samplebuffer,Laemmli（SIGMA）にて

SDS化した．10％ SDS-PAGEにて15μgtotalpro-

tein/laneで電気泳動し，PVDF膜（Millipore）に転

写した後，100％ BLOCKACE（DainipponSeiyaku）

でブロッキングし，一次抗体に AngIItype1recep-

torrabbitpolyclonalantibody（Santacruz），二

次抗体に donkey antirabbitantibody HRP la-

beled（Amersham Biosciences）を用いて，ECLkit

（Amersham Biosciences）でバンドを検出した．

positivecontrolとしてヒト臍静脈血管内皮細胞

（HUVEC）から同様にして得られたcelllysateを用

いた15）．

2） テスト培養液の調整

テスト培養液は 0.1％ FCS添加 Medium199

（InvitrogenLifeTechnologies）を各種AngII濃度

（0.1～1000nM）に調整し，4℃ 保存にて24時間以内

に使用した．

3） realtime-PCR法によるfibronectinmRNA

発現の定量

3×105個のHPMCを60mm dishで培養し，sub-

confluentになったところで培養液を0.1％ FCS含有

Medium 199とし，48時間の培養にて growthar-

restし，confluentであることを確認した後，各種

AngII濃度（0.1～1,000nM）のテスト培養液で培養

した．AngII刺激開始6時間後に1）と同様の方法

でtotalRNAを抽出し，逆転写反応を行った．得ら

れた cDNAを鋳型とし，FastStartDNA Master

SYBR GreenIおよびLightCyclerquicksystem

350S（RocheDiagnostics）を用いてrealtime-PCR
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を施行した．なお，内部標準としてはβ-actinを用い

た．primerは，fibronectin：sense5・-GCCTGGTA

CAGAATATGTAGTG-3・,antisense5・-ATCCCAG

CTGATCAGTAGGCTGGTG-3・，β-actin：sense5・-

GCAAAGACCTGTACGCCAAC-3・，antisense5・-C

TAGAAGCATTTGCGGTGGA-3・を 用 い ， Light

CyclerSoftwareversion3.01にて fibronectin/β-

actin比を解析した．また，fibronectinmRNA発現

量の経時的変化については，AngII刺激（10nM）

の3時間，6時間，12時間，24時間後においてtotal

RNAを抽出し，同様にrealtime-PCRを施行した．

4） ELISA法による培養上清中fibronectin蛋白

の測定

24-wellplateに1×105個/wellのHPMCを培養し，

3）と同様にgrowtharrestした後，各種AngII濃

度のテスト培養液で培養した．AngII刺激開始 24

時間後に培養上清を回収し，遠心分離した上清の

fibronectin濃度をfibronectin,HumanELISA Kit

（BiomedicalTechnologies）を用いて測定した．ま

た，fibronectin蛋白分泌の経時的変化については，

AngII刺激（10nM）直前，12時間，18時間，24時

間後において培養上清を回収し，同様に濃度を測定し

た．なお，ELISAの測定結果は，BCAproteinassay

にて定量した各wellのcellproteinにて補正し，ng/

mgcellproteinにて表記した．

5） AngII刺激によるHPMC増殖能の変化

96-wellplateに1×104個/wellのHPMCを培養し，

3）と同様にgrowtharrestした後，各種AngII濃

度のテスト培養液で培養した．

① WST-1法

各種AngII濃度のテスト培養液による培養の24時

間後におけるHPMCの増殖能を，WST-1cellcount-

ingkit（Dojindo）を用いてplatereaderEAR400

（SLT LabInstruments）にて吸光度（420nm）で

測定した．

② ［3H］-thymidineincorporation法

各種AngII濃度のテスト培養液による培養の24

時間後における［3H］-thymidine（Amersham）の取

り込みを liquid scintillation counter LSC5100

（Aloka）によって測定した．

6） 統計解析

結果は 3症例各 3回の実験における mean＋SEM

で示した．解析には ANOVA（Tukey・sposthoc

test）を用い，p＜0.05にて統計的有意とした．

2 結 果

RT-PCR法にて，HPMCにAngIItype1受容体

の mRNAの発現を認めた（図 1）．また Western

blotting法においても，同受容体の蛋白発現を認め

た（図2）．

HPMCの fibronectinmRNAの発現量はAngII

刺激によって濃度依存性に増加し，10nMを頂点と

してcontrol群（AngII添加無し）との比較におい

て 1.7倍となった（1.70±0.09ratevs.control，

P＜0.05）（図3）．また，fibronectinmRNA発現量

の経時的変化については，AngII刺激（10nM）の

6時間後からcontrol群に対して有意な発現亢進を認
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←388 bp

Cell type   HUVEC      HPMC
RT     (+)   (–)  (+)  (–)

(A) (B) (C) (D)

図1 HPMCにおけるangiotensinIItype1受容体mRNAの

発現（RT-PCR法）

angiotensinIItype1受容体mRNAの逆転写反応により得

られたcDNAを鋳型としたPCR産物を矢印（388bsp）の位

置に認めた．

（A）：HUVEC（陽性control）

（B）：HUVECの陰性control（逆転写反応無し）

（C）：HPMC

（D）：HPMCの陰性control（逆転写反応無し）

←50 kDa

HUVEC   HPMC

(A) (B)

図2 HPMCにおけるangiotensinIItype1受容体蛋白の

発現（Westernblotting法）

抗ヒトangiotensinIItype1受容体抗体による検索にて，バ

ンドは矢印（50kDalton）の位置に認めた．

（A）：HUVEC（陽性control）

（B）：HPMC



め，24時間後まで有意に発現亢進の持続を認めた

（図4）．

Ang II刺激の 24時間後における培養上清への

fibronectin蛋白の分泌量は，AngII濃度依存性に増

加し，10nMを頂点としてcontrol群との比較におい

て1.5倍となった．（それぞれ77±5ng/mgcellpro-

tein，116±26ng/mgcellprotein，P＜0.05）（図5）．

また，fibronectin蛋白分泌の経時的変化については，

AngII刺激（10nM）の18時間後以降においてcon-

trol群に対して有意な分泌亢進を認めた（図6）．

AngII刺激の24時間後における細胞増殖能は，

WST-1法および［3H］-thymidineincorporation法
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図3 各種濃度angiotensinII刺激による6時間後のfibronectinmRNAの発現量

（realtimePCR法）

0.1～1,000nMのangiotensinII刺激（6時間）にて，10nMを頂点としてangiotensinII

濃度依存性にfibronectinmRNA発現の亢進を認めた．（＊P＜0.05）
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図4 angiotensinII刺激（10nM）によるfibronectinmRNA発現量の経時的変化（realtimePCR法）

AngII刺激（10nM）の6時間以降において，control群に比し有意なfibronectinmRNA発現の亢

進を認めた．（＊P＜0.05）
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図5 各種濃度angiotensinII刺激による24時間後の培養上清中

fibronectin蛋白の分泌量（ELISA法）

0.1～1,000nMのangiotensinII刺激（24時間）にて，10nMを

頂点として有意な培養上清へのfibronectin蛋白の分泌亢進を認め

た．（＊P＜0.05）
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図6 angiotensinII刺激（10nM）による上清中fibronectin蛋白分泌の経時的変化

（ELISA法）

angiotensinII刺激（10nM）の18時間以降において，control群に比し，培養上清

における有意なfibronectin蛋白の分泌亢進を認めた．

（＊＊P＜0.01，＊＊＊P＜0.001）

図7 各種濃度angiotensinII刺激による24時間後のHPMCの

増殖能の変化（WST-1法）

0.1～1,000nMのangiotensinII刺激（24時間）にて，10nMを

頂点としてangiotensinII濃度依存性にHPMCの増殖能亢進を認

めた．（＊P＜0.05）
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においてAngII濃度依存的に増加し，10nMを頂点

としてcontrol群との比較において，それぞれ1.22±

0.01倍，1.58±0.08倍となった（ratevs.control，

P＜0.05）（図7，8）．

3 考 察

腹膜線維症の発症，進展機序を解明するための様々

な研究によって，HPMCに対する傷害因子として腹

膜透析液中の高濃度ブドウ糖，高浸透圧，緩衝剤とし

ての乳酸，低pH，可塑剤，glucosedegradationpro-

ducts（GDPs），advancedglycation endproducts

（AGEs）などが関与していることがこれまでに明ら

かとなっている．それらの知見から，新たな浸透圧物

質としてicodextrinを，また緩衝剤として重炭酸を

用いた透析液が用いられるようになり，さらにGDPs，

AGEs濃度を抑えた中性透析液も臨床応用され，それ

ぞれ一定の成果が得られている．しかし，心血管系，

腎などの臓器における線維化にAngIIが大きく関与

していることが多数報告され16），ACEIおよびARB

の有用性が臨床的に証明されている現状17,18）とは対照

的に，腹膜線維症についてはAngIIの関与を示す研

究論文がほとんど無い．そこでわれわれは腹膜線維化

にも Ang IIが関与しているという仮説を立て，

HPMCに対するAngIIの影響について検討を行っ

た．

まず，細菌性腹膜炎患者のPD排液中に0.1～1nM

という高濃度のAngIIが存在したことについては，

これまで，生理的条件下にあってヒト好中球neutral

proteaseがレニンおよび ACE無しで血漿蛋白から

AngIIを生成すること19），活性化された好中球の細

胞膜表面に発現したcathepsinGがangiotensinogen

またはangiotensinIから直接AngIIを産生するこ

と20）など，好中球におけるAngII産生系について多

くの報告があるため，腹膜炎発症時に腹腔内に動員さ

れた活性化好中球による局所産生によるものと考えら

れた．また，本研究で培養液に用いた AngII濃度

（0.1～1,000nM）については，腹膜透析液による希釈

を考慮した上で，妥当な濃度範囲と思われた．

これまで，感染性腹膜炎においては，TGF-βを含

む種々のサイトカイン産生の亢進21）によってECMの

産生亢進5），HPMCから筋線維芽細胞への分化促進22）

が生じ，腹膜の線維化が促進されるということがわか

っている．それらに加えて，本研究ではAngII刺激

により HPMCから fibronectinの mRNA発現量と

蛋白の分泌量が濃度依存性に増加すること，また同時

にHPMCの細胞増殖能が亢進することを示したが，

これらの変化は腹膜炎に伴う腹膜組織の傷害に対する

修復の調整と組織のリモデリングにAngIIが関与し

ていることを強く示唆している．感染性腹膜炎に伴う

HPMCの傷害に対して，局所産生されたAngIIの

作用が組織の修復機転となっていると仮定した場合，

過度あるいは長期に渡るAngII刺激によって過剰な

ECM産生および腹膜中皮細胞の分化，増殖が促進さ

れ，その結果として腹膜組織に線維化をもたらしてい

る可能性がある．これは，腹膜炎を機転とした腹膜線

維症の発症におけるAngIIの関与についての新たな

知見であり，RASを制御することが腹膜線維症の発

症予防，進展防止にとって有益な結果をもたらす可能

性があることを示唆する．

また，本研究によって，HPMCにAngIItype1

受容体が存在することが示された．胸膜の中皮細胞に

おいてAngIIがtype1受容体を介して細胞増殖能

を亢進させること23），また種々の細胞においてAng

II刺激によるECM産生亢進がtype1受容体を介す

ること6,24）などから，HPMCにおいてもAngII刺激

によるそれらの変化がtype1受容体を介することが

推測されるが，この点については今後さらなる検討が

必要である．
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図8 各種濃度angiotensinII刺激による24時間後のHPMCの

増殖能の変化（［3H］-thymidineincorporation法）

0.1～1,000nMのangiotensinII刺激（24時間）にて，10nMを

頂点として有意なHPMCの増殖能亢進を認めた．（＊P＜0.05）



本研究では外因性に添加した Ang IIが及ぼす

HPMCへの影響を示したが，これは腹腔表面に

HPMCが存在している腹膜線維症の初期段階につい

てのinvitroな検討であり，HPMCが脱落，消失す

る後期のモデルとはなりえない．腹膜線維症の後期に

おけるAngIIの関与については，異なるアプローチ

による研究が必要と思われる．

結 語

本研究では，①HPMCにはAngIItype1受容体

が存在する， ②Ang II刺激により HPMCから

fibronectinの mRNA発現および蛋白分泌が亢進す

る，③AngII刺激によりHPMCの増殖能が亢進す

ることを示した．これらの結果は，早期の腹膜線維症

におけるAngIIの関与を示唆しており，RASを制

御することが腹膜線維症の発症予防，進展防止に有益

な結果をもたらす可能性があることを示唆する．
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