
要 旨

腹膜透析患者の腹膜線維化および血管新生に与える

透析液の影響を検討するため，培養ヒト腹膜中皮細胞

（HPMC） の plasminogen activator inhibitor�1

（PAI�1），tissuetypeplasminogenactivator（t�

PA）および vascularendothelialgrowth factor

（VEGF）の産生，さらに細胞内シグナル伝達系であ

るextracellularsignal-regulatedkinase1/2（ERK

1/2）の活性化に対する透析液の影響について検討し

た．各種透析液にてHPMCを48時間刺激後，培養

上清を採取してELISA法によってPAI�1，t�PAお

よびVEGFを測定した．またERK1/2の活性化につ

いては，HPMCを30分間刺激後のcelllysateを採

取してWesternblot法にて検討した．PAI�1につい

てはブドウ糖透析液では濃度依存性に産生が亢進して

いたが，イコデキストリン透析液ではいずれのブドウ

糖透析液よりも有意にPAIの産生が少なかった．t�

PA，VEGFについてもイコデキストリン透析液は高

濃度ブドウ糖透析液に比して有意に産生が少なかった．

ERK1/2はブドウ糖濃度依存性に活性化が亢進して

いたが，イコデキストリン透析液ではいずれのブドウ

糖透析液よりも有意に活性化が少なく，コントロール

と同等であった．以上より，イコデキストリン透析液

は有効な除水が得られるだけではなく，腹膜線維化，

血管新生に，さらには細胞内シグナル伝達系に与える

影響が少ない透析液であると考えられた．

はじめに

腹膜透析は腎代替療法の一つとして広く普及し，末

期腎不全患者のQOL改善に貢献している．近年様々

なデバイスの進歩によりアウトカムの改善がみられて

いるが，長期腹膜透析患者にみられる腹膜の劣化によ

る除水不全，その終末像である被嚢性腹膜硬化症は未

だ重大な合併症の一つである．腹膜の劣化の原因とし

て，高濃度ブドウ糖をはじめとした非生理的な透析液

への暴露，腹膜炎などがあげられている1,2）．形態学

的には中皮細胞の剥離脱落，中皮下組織の線維化，血

管壁の肥厚，血管新生などが認められている．

ヒト腹膜中皮細胞（HPMC）は，plasminogenac-

tivator inhibitor�1（PAI�1） や tissue type

plasminogenactivator（t�PA）などの凝固線溶系因

子の産生能を有することが示されており3），高濃度ブ

ドウ糖4,5）や炎症性メディエーター3,6,7）が HPMCの

PAI�1やt�PAの産生能に影響を及ぼすことが示さ

れている．また，腹膜透析患者においては腹腔内の凝
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固線溶系の異常が認められており，細菌性腹膜炎の際

にはこれら異常が顕著になることが示されている3,8）．

さらに，この凝固線溶系の異常が腹膜線維化を惹起し，

進展させると言われている9）．

過去の様々な研究において，凝固線溶系がフィブリ

ンや細胞外基質（ECM）の沈着や分解を調節するこ

とによって，組織の線維化やリモデリングに関与する

ことが示されている．plasminはフィブリンや細胞外

基質を分解するプロテアーゼであり，この作用は

plasmin自身によるものとmatrixmetalloproteinases

（MMPs）を活性化することによるものとがある．

plasminはそのproenzymeであるplasminogenから

plasminogenactivatorの作用によってつくられ，

PAI�1はこの plasminogenactivatorの阻害物質で

ある．よって，PAI�1は線溶や組織のリモデリング

における重要な調節因子であり，主要な線維化惹起分

子と考えられている．過去のinvivoの研究では，

PAI�1は肝線維症10,11），肺線維症12,13），糸球体硬化14），

腎間質の線維化15,16）など様々な臓器の線維化に関与す

ることが示されている．

さらに，近年の研究ではPAI�1がラットの腹膜線

維化に関与していることも示されている17）．PAI�1

の発現は様々な因子によって惹起されることが知られ

ており，HPMCについてはブドウ糖4），サイトカイ

ンや細菌の構成成分3,7）がPAI�1を発現することが示

されている．さらに近年の研究において，PAI�1は

線維化に関与するだけではなく，血管新生に関与する

ことが示されており18），さらにHjortland19）らは，ヒ

トグリオーマ細胞においてPAI�1が血管新生因子の

一つである vascular endothelialgrowth factor

（VEGF）の発現を増加させることを示している．

イコデキストリンは平均分子量 12,000～20,000の

グルコースポリマーであり，ブドウ糖に変わる浸透圧

物質として用いられている．7.5％イコデキストリン

透析液は長時間貯留によって4.25％ブドウ糖透析液

に匹敵する除水量を得ることができる20）．われわれは

以前，イコデキストリン透析液はブドウ糖透析液に比

してHPMCの細胞間結合装置の障害性が少ないこと，

HPMCのviabilityに与える影響が少ないこと，さら

に HPMCの TGF-β1産生が少ないことなどを示し

た21）．このことから，イコデキストリン透析液は腹膜

の凝固線溶系へも与える影響が少ないことが期待され

るが，このことに対する検討は未だされていない．

そこで今回われわれは，HPMCの PAI�1，t�PA

産生に対するブドウ糖透析液とイコデキストリン透析

液の与える影響について比較検討を行い，あわせて

VEGF産生に与える影響についても検討を行った．

さらに，細胞内シグナル伝達系の一つである ERK

1/2経路の活性化に対するブドウ糖透析液とイコデキ

ストリン透析液の影響についても比較検討した．以上

の方法によって，イコデキストリン透析液が生体適合

性，腹膜の劣化防止に優れているかを検討した．

1 対象と方法

1） HPMCの培養

HPMCはStylianouら22）の方法に従って，転移や

腹膜炎のない胃癌の開腹手術を施行された患者より採

取した大網より単離した．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た．

培養には 10％ Fetalcalfserum（FCS）添加 Me-

dium199を使用し，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．

2） テスト培養液の調整

コントロールは0.1％ FCS添加Medium199とし

た．各透析液（エクストラニール，ダイアニールPD�

21.5，2.5，4.25（BaxterHealthcareLtd.））は 2

倍に調整した Medium 199（0.2％ FCS添加）にて

50:50に混合して実験に使用した．

3） 培養上清中PAI�1，t�PA，VEGF蛋白の測定

6�wellplateに1×10
5個/wellのHPMCを培養し，

sub-confluentになったところで培養液を0.1％添加

Medium 199に替え，48時間の培養にてgrowthar-

restし，confluentであることを確認した後，各テス

ト培養液にて培養した．刺激開始48時間後に培養上

清を採取した．また，蛋白含有量を測定するため，

celllysisbufferを用いてcelllysateも採取した．

培養上清中のPAI�1，t�PA，VEGF濃度をELISA

にて測定した．蛋白量はBCA proteinassaykitを
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用いて測定した．ELISAにて得られた結果は蛋白量

によって補正を行った．

4） ERK1/2の活性化の測定

growtharrestまで，上記と同様に培養を行い，各

テスト培養液にて刺激開始30分後にcelllysisbuffer

を用いてcelllysateを回収した．BCA proteinas-

saykitを用いた蛋白濃度の測定結果をもとに蛋白濃

度を調節した後，SDS�PAGEにて電気泳動し（10％

AA gel），NC膜に転写した後，5％drymilk�TBST

でブロッキングし，一次抗体に抗リン酸化ERK1/2

抗体および抗totalERK1/2，二次抗体にHRP標識

抗IgG抗体を用い，ECLkitを用いてバンドを検出

した．

5） 統計解析

得られた結果はmean±SDにて示した．統計解析

には ANOVAを用い，p＜0.05をもって統計的有意

とした．

2 結 果

培養上清中の PAI�1濃度は，コントロールでは

2.84±0.58ng/mgcellproteinであったのに対し，

ブドウ糖透析液では，ダイアニールPD�21.5（PD

1.5）で 5.66±0.51ng/mgcellprotein，PD�22.5

（PD 2.5）で6.72±0.88ng/mgcellprotein，PD�2

4.25（PD 4.25）で 10.20±1.48ng/mgcellprotein

とブドウ糖濃度依存性に増加していた．一方，イコデ

キストリン透析液（エクストラニール（Ex））では，

PAI�1濃度は4.64±0.93ng/mgcellproteinといず

れのブドウ糖透析液と比べても有意に増加が少なかっ

た（図1）．

培養上清中のt�PA濃度は，コントロールでは0.56

±0.21ng/mgcellproteinであったのに対し，ブド

ウ糖透析液では，PD 2.5で 7.51±2.20ng/mgcell

protein，PD 4.25で 42.86±11.74ng/mgcellpro-

teinと有意に増加していた．一方，Exでは，t�PA

濃度は 4.13±0.58ng/mgcellproteinと PD 2.5，

PD4.25に比べて有意に増加が少なかった（図2）．

さらに，培養上清中のVEGF濃度は，コントロー

ルでは42.9±29.8ng/mgcellproteinであったのに

対し，ブドウ糖透析液では，PD4.25で338.5±109.5

ng/mgcellproteinと有意に増加していた．一方，

Exでは，VEGF濃度は89.8±26.9ng/mgcellpro-

teinと PD 4.25に比べて有意に増加が少なかった

（図3）．
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図1 HPMCのPAI�1産生に対する透析液の影響

ブドウ糖透析液（PD1.5，PD2.5，PD4.25）は刺激48時間後において，ブドウ糖濃

度依存性にPAI�1産生を亢進させた．一方，イコデキストリン透析液（Ex）はいずれの

ブドウ糖透析液に比べても有意にこの影響が少なかった（n＝11）．



ERK1/2の活性化は，ブドウ糖透析液ではコント

ロールに比してPD 1.5で1.26倍，PD 2.5で1.36倍，

PD 4.25で1.51倍とブドウ糖濃度依存性に活性化の

亢進が認められた．一方，Exではいずれのブドウ糖

透析液と比べても有意に活性化の亢進が少なく，コン

トロールと比して有意差がなかった（図4）．

3 考 察

腹膜の劣化による腹膜機能不全は長期腹膜透析患者

の重大な合併症である．腹膜の劣化は生体非適合性で

ある透析液（高濃度ブドウ糖，高浸透圧，低pH，乳

酸，ブドウ糖分解産物など）や難治性，反復性の腹膜
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図3 HPMCのVEGF産生に対する透析液の影響

高濃度ブドウ糖透析液（PD 4.25）は刺激48時間後において，VEGF産生を亢進させ

た．一方，イコデキストリン透析液（Ex）はPD 4.25と比べて有意にこの影響が少なか

った（n＝5）．

図2 HPMCのt�PA産生に対する透析液の影響

高濃度ブドウ糖透析液（PD 2.5，PD 4.25）は刺激48時間後において，t�PA産生を

亢進させた．一方，イコデキストリン透析液（Ex）はPD 4.25と比べて有意にこの影響

が少なかった（n＝10）．



炎などが原因として考えられており1,2），これらはサ

イトカイン23～25），凝固線溶系因子2～9,17）などのメディ

エーターの産生亢進，レニン�アンギオテンシン系の

活性化26）などをもたらす．

今回の検討でわれわれはまず，ブドウ糖透析液は

HPMCにおいてPAI�1の産生亢進をもたらす一方，

イコデキストリン透析液はこの作用が有意に少ないこ

とを示した．PAI�1はplasminの生成を抑制するこ

と，さらに二次的にMMPsの活性化が抑制されるこ

とによって fibrinや ECM の分解が減少し，結果的

に線維化が惹起される 27）． さらに， PAI�1は

plasmin非依存性の線維化惹起作用も有することが示

されている．つまり，PAI�1は炎症性マクロファー

ジ，α-smooth muscleactin（α-SMA）陽性の

myofibroblastを動員して線維化に関与していること

が示されている16,28,29）．このことより，今回の成績か

らはイコデキストリン透析液は腹膜の線維化を惹起，

進行させる作用が少ないことが考えられる．

また，今回われわれはブドウ糖透析液はHPMCに

おいてt�PAの産生亢進をもたらすことを示した．t�

PAおよびplasminは，fibrinやECMを分解すると

いう作用からみれば，線維化抑制性に働くと考えられ

るが，最近の研究ではt�PAのノックアウトマウスの

ほうが腎間質の線維化が軽度であることが示されてお

り，この研究ではt�PAはMMP-9を誘導して尿細管

の基底膜を破壊したり，α-SMA陽性のmyofibroblast

への形質転換を促進したりして，線維化惹起性に働い

ていると考察されている30）．また，ラット肝線維症モ

デルではPAI�1とともにt�PAの過剰発現が認めら

れることが示されている10,11）．

このように，PAI�1およびt�PAのdysregulation

がplasmin依存性およびplasmin非依存性の経路に

て異常な組織のリモデリングや病的なfibrin，ECM

の蓄積を引き起こし，これが線維化の惹起，進展に関

与すると考えられる．このことから，ブドウ糖透析液，

とりわけ高濃度ブドウ糖透析液はPAI�1，t�PAの産

生亢進を介して腹膜線維化に関与していると考えられ

る．
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図4 HPMCにおけるERK1/2活性化に対する透析液の影響

ブドウ糖透析液（PD1.5，PD2.5，PD4.25）は刺激30分後において，ブドウ糖濃度

依存性にERK1/2活性化を亢進させた．一方，イコデキストリン透析液（Ex）はいずれ

のブドウ糖透析液に比べても有意にこの影響が少なく，コントロールと比して有意差はな

かった（n＝7）．



一方，イコデキストリン透析液はグルコース透析液

に比べてPAI�1，t�PA産生に与える影響が有意に少

なく，腹膜線維化惹起性の少ない透析液であると考え

られた．さらに，今回の検討で，高濃度ブドウ糖透析

液は HPMCにおいて VEGFの産生を亢進させる一

方，イコデキストリン透析液ではこの影響が少ないこ

とも示した．このことから，イコデキストリン透析液

は血管新生の面からみても高濃度ブドウ糖透析液に比

べて惹起性が少ないことが考えられた．

MAPkinaseは，serine/threoninkinaseであり，

様々な細胞への刺激を細胞表面から核へとシグナルを

伝達し，様々な生体反応を起こす．MAPkinaseは，

HPMCにおいても様々な刺激を伝達することが示さ

れており，われわれも以前 angiotensinIIが MAP

kinaseのうち ERK1/2，p38の経路を介して fibro-

nectinを発現させることを示した26）．また，ERK1/2

経路は様々なタイプの細胞においてブドウ糖刺激によ

って活性化され，様々な生体反応を引き起こしている

ことが知られており24,31～33），Suzukiらは，血管平滑

筋細胞においてブドウ糖が ERK1/2経路を介して

PAI�1の発現を亢進させることを示している33）．

そこで，今回われわれはERK1/2の活性化に与え

る透析液の影響について検討した．今回の検討では，

ブドウ糖透析液では有意なERK1/2の活性化亢進が

認められたが，イコデキストリン透析液ではコントロ

ールに比べても有意差はなく，ERK1/2の活性化に

与える影響が少ないことが考えられた．このことはす

なわち，引き続いて起こるHPMCの生体反応もブド

ウ糖透析液に比べて少ないことが予想される．

従来，有効な除水を得るためには，2.5％，4.25％

の高濃度のブドウ糖透析液が使用されており，腹膜劣

化の危険性が高かったが，これに対してイコデキスト

リン透析液は十分な除水が得られるだけではなく，腹

膜線維化，血管新生の両面に与える影響が少なく，細

胞のシグナル伝達系から見ても刺激性の少ない有用な

透析液であると考えられる．
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