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要　旨

背 景：高 グ ル コ ー ス 刺 激 に よ り，transforming 

growth factor-beta1（TGF-b1）が誘導されることは知
られているが，その機序はまだ完全には明らかでない．
本研究の目的は，ヒト腹膜中皮細胞（HPMC）で高グ
ルコース刺激による TGF-b1 産生に関与する遺伝子を
究明することである．

方法：DNA マイクロアレイ解析を用いて，通常グ
ルコースと比較して高グルコース刺激により発現量が
3 倍以上に増加する遺伝子を選定した．それらの遺伝
子のうち，遺伝子オントロジー解析で生物学的プロセ
ス の regulation of transcription and being DNA-depen-

dent に分類される転写関連遺伝子を抽出した．その
後，small interfering RNA（siRNA）による RNA 干渉
を行い，TGF-b1 mRNA 発現量や TGF-b1 蛋白産生へ
の関与を検討した．

結果：DNA マイクロアレイ解析で，51 遺伝子が刺
激により発現量が 3 倍以上に増加した．そのうち遺伝
子オントロジー解析で 13 遺伝子を選出し，quantita-

tive real-time polymerase chain reaction（qPCR）で 発
現量の増加を確認できたものは 9 遺伝子であった．9

遺伝子のうち高グルコース刺激による TGF-b1 mRNA

発現量増加が RNA 干渉で抑制されたものは，MDS1 

and EVI1 complex locus（MECOM），FBJ murine os-

teosarcoma viral oncogene homolog B（FOSB），FBJ 

murine osteosarcoma viral oncogene homolog（FOS），
および activating transcription factor 3（ATF3）の 4 遺
伝子であった．そのうち TGF-b1 蛋白産生増加を抑制
したのは FOS のみであった．

結語：HPMC において，FOS は高グルコース刺激
による TGF-b1 産生に関与しており，FOS 発現を抑制
することは腹膜線維化の治療目標となりうる．

緒　言

腹膜中皮細胞は腹膜のホメオスタシス維持に重要な
役割を果たしているが，腹膜透析（PD）液中の非生
体適合性物質により障害を受ける1）．PD 液による持
続的な腹膜障害は，病理学的には腹膜からの中皮細胞
剥離，細胞外基質の過度の堆積と血管新生を特徴とす
る中皮下線維化を引き起こす．これらの構造的な変化
により，臨床的には小分子物質輸送率が増加して限外
濾過不全となるだけでなく，被嚢性腹膜硬化症の進展
にも関与する2）．

グルコースは PD 液の浸透圧物質として使用されて
いるが，炎症性サイトカインの増加にも関連しており，
高グルコース（HG）誘導性の transforming growth 

factor-beta1（TGF-b1）産生は，上皮間葉移行（EMT），
線維芽細胞の増殖や細胞外基質蛋白の沈着など，多く
の前線維化イベントを誘導する3, 4）．しかし，グルコ
ースによる腹膜線維化の正確な経路は明らかでない．
グ ル コ ー ス 刺 激 に よ っ て 24 時 間 以 降 で TGF-b1 
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mRNA 発現が増加するが，複数の転写因子が TGF-b1

発現に関連すると考えられる5～7）．本研究の目的は，
ヒト腹膜中皮細胞（HPMC）で HG 誘導性 TGF-b1 産
生に関連する遺伝子を明らかにすることである．

1　方　法

HPMC は非尿毒症，非糖尿病で腹膜炎と腹膜播種
がなく，待機的な腹部手術を受ける患者の大網から単
離し，第 2 から 3 継代を使用した．10％ FCS を含む
M199 培養液に 100 U/mL のペニシリンと 100 ng/mL

のストレプトマイシン，2 mmol/L の L グルタミンを
加えたものをコントロール（グルコース濃度 0.1％：
NG）として使用し，刺激用の培養液はコントロール
に D グルコースを添加してグルコース濃度を 4％

（HG）にしたものを使用した．HPMC は 6 well plate

でサブコンフルエントまで培養し，その後 NG か HG

培養液に変更して 1～48 時間培養した．
DNA マイクロアレイは，3 人のドナーから採取し

た HPMC を，NG または HG 培養液で 3 時間培養し
て RNA を抽出して解析を行った．NG 群と HG 群の
遺 伝 子 発 現 分 析 を GeneChip Human Genome U133 

Plus 2.0 Expression arrays で比較した．
RNA 干渉は HPMC を 6 well plate で 50％ コンフル

エントまで成長させ，目的遺伝子別の stealth siRNA

ま た は Silencer Negative Control #1 siRNA を Lipo-

fectamine 2000 を用いて導入した．24 時間後に通常の
培養液に変更し，HPMC が 80％ コンフルエントにな
った時点でグルコース刺激を開始した．目的遺伝子の
抑制効果は，3 時間刺激の検体で，quantitative real-

time polymerase chain reaction（qPCR）を行って確認
した．RNA 干渉後の TGF-b1 への影響を，NG または
HG 培養液で 3 および 24 時間刺激後に，mRNA 発現
量を qPCR で，また 24 および 48 時間刺激後に培養液
上清を回収して TGF-b1 蛋白濃度を enzyme-linked im-

munosorbent assays（ELISA）で測定した．mRNA 発
現量は 18s RNA で補正し，蛋白濃度は HPMC 溶解液
の総蛋白量で補正した．

HPMC の FBJ murine osteosarcoma viral oncogene 

homolog（FOS）蛋白の発現はウエスタンブロットで
測定した．1 次抗体としてラビットポリクローナル抗
c-Fos 抗体とラビットポリクローナル抗アクチン抗体
をそれぞれ 1：500 と 1：200 に希釈して使用し，2 次

抗体は goat anti-rabbit IgG-HRP を使用した．結果は
アクチンで補正した．

動物モデルは 12 週齢のオスの C57BL/6 マウスを用
い，グルコース濃度を 4％ に調整した PBS 2 ml（n＝
5）または PBS のみ 2 ml（n＝5）を 1 日 2 回，7 日間
腹腔内投与した．投与と反対側の壁側腹膜検体を採取
し，10％ ホルマリンで固定してパラフィン包埋後に
4 nm の切片標本を作製してマウス腹膜中皮細胞の免
疫組織化学染色を行った．1 次抗体として，ラビット
ポリクローナル抗 Fos 抗体とラビットポリクローナル
抗 TGF-b1 抗体を使用した．中皮細胞の Fos と TGF-

b1 の陽性域は，倍率 400 倍で無作為に捕捉した 5 視
野を測定した．

2　統計学的分析

測定値は平均値±標準偏差で示し，Tukey’s post hoc 

test または Student’s t-test による分析で統計学的有意
差を評価して P＜0.05 を統計学的有意差とした．

3　結　果

HPMC の HG 刺激による TGF-b1 合成については，
TGF-b1 mRNA レベルでは刺激 12 時間までは変化が
見られないが，24 時間では刺激前と比較して有意に
増加した（図 1a）．培養液上清中の TGF-b1 蛋白濃度
は刺激 24 時間では変化はないが，48 時間では NG と
比較して HG で 1.4 倍に増加した（図 1b）．

DNA マイクロアレイ解析では，51 遺伝子が NG 群
と比較して HG 群で 3 倍以上に発現量が増加した．そ
れらのうち転写機能に関連する遺伝子に着目し，遺伝
子オントロジー解析で生物学的プロセスの regulation 

of transcription and being DNA-dependent に分類され
る 13 遺伝子（表 1）についてさらに検討した．

マイクロアレイ結果を確認するために，選出した遺
伝子の発現を qPCR で測定し，9 遺伝子（MDS1 and 

EVI1 complex locus（MECOM），early growth re-

sponse 1（EGR1），FBJ murine osteosarcoma viral on-

cogene homolog B（FOSB），nuclear receptor subfam-

ily 4, group A, member 2（NR4A2），FOS，chromosome 

5 open reading frame 41（C5orf41），Kruppel-like fac-

tor 5（KLF5），cysteine-serine-rich nuclear protein 1

（CSRNP1），activating transcription factor 3（ATF3））
は HPMC の 3 時間 HG 刺激で発現量が増加した（図
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2a）．SIX homeobox 4（SIX4），transducin-like enhanc-

er of split 4（TLE4），SIX homeobox 1（SIX1）および
zinc finger and BTB domain containing 1（ZBTB1）の
mRNA 発現量の増加は 3 倍未満であった（図 2b）．

qPCR で HG 刺激による発現増加を確認した遺伝子
と TGF-b1 産生との関連を評価するため，9 遺伝子そ
れぞれの RNA 干渉による TGF-b1 mRNA 発現への影
響を調べた．コントロールと比較して MECOM，
FOSB，FOS および ATF3 の RNA 干渉により，HG 誘
導性 TGF-b1 mRNA 増加が 24 時間刺激でそれぞれ
45.2％，42.0％，35.7％，25.8％ と有意に抑制された．
そ の 一 方，EGR1，NR4A2，C5orf41，KLF5 お よ び
CSRNP1 の RNA 干渉では，TGF-b1 mRNA 発現の抑
制は見られなかった（図 3）．

MECOM，FOSB，FOS お よ び ATF3 の TGF-b1 蛋
白発現への影響を評価するために，四つの遺伝子の
RNA 干渉後に，NG または HG で 24～48 時間刺激し
た HPMC 培養液上清中の TGF-b1 蛋白濃度を ELISA

で測定した．10％ FCS 含有 M199 培養液中の TGF-b1

蛋白濃度をあらかじめ測定し，HG 刺激による変化量
を比較した．四つの遺伝子のうち，RNA 干渉後に 48

時間刺激後の培養液上清中の TGF-b1 蛋白濃度増加が
抑制されたものは FOS のみであった（図 4）．

HPMC の HG 刺激による FOS mRNA 発現および蛋
白量の経時的変化を，qPCR およびウエスタンブロッ
トで測定した．FOS mRNA レベルは 3 時間刺激で 22

倍以上に増加し，その後減少して 24 時間では刺激前
のレベルに戻った（図 5a）．FOS 蛋白は HG 刺激 2 時
間で増加し始め，3 時間でピークとなり大幅に減少し
た（図 5b）．さらに RNA 干渉後では HG3 時間刺激で
の FOS 蛋白増加が強く抑制されることを確認した

（図 5c）．
マウス HG 腹腔内投与モデルで，腹膜中皮細胞にお

ける FOS および TGF-b1 の発現を検討した．コント
ロール群で FOS 発現は中皮細胞の細胞質に認められ
たが，HG 投与群では発現量が 2 倍多かった．同様に，

図 1　HPMC 高グルコース刺激による TGF-b1 産生への影響
（a）TGF-b1 mRNA 発現の経時的変化，（b）培養液上清中の TGF-b1 蛋白レベル．（mean
±SD，n＝6，＊：P＜0.001）
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表 1　HPMC 高グルコース刺激により発現が増加した遺伝子
　　　　　　　 （DNA マイクロアレイ解析）

Gene Symbol Gene Title Fold change

SIX4 SIX homeobox 4 13.86
MECOM MDS1 and EVI1 complex locus 12.49
EGR1 early growth response 1 11.12
FOSB FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B 9.41
TLE4 transducin-like enhancer of split 4 9.22
SIX1 SIX homeobox 1 8.53
NR4A2 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 8.53
FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog 6.02
C5orf41 chromosome 5 open reading frame 41 5.75
KLF5 Kruppel-like factor 5（intestinal） 5.72
ZBTB1 zinc finger and BTB domain containing 1 5.71
CSRNP1 cysteine-serine-rich nuclear protein 1 4.44
ATF3 activating transcription factor 3 3.65
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図 2　HPMC 高グルコース刺激により変動する遺伝子の mRNA 発現測定
（a）3 時間刺激で発現が 3 倍以上に増加した遺伝子，（b）3 倍までは増加しなかった遺伝
子．（mean±SD，n＝6）
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図 3　siRNA の HPMC 高グルコース誘導性 TGF-b1 mRNA 発現への影響
　　　　　　 （mean±SD，n＝6，＊：P＜0.001）
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図 4　siRNA の HPMC 高グルコース誘導性 TGF-b1 蛋白発現への影響
　RNA 干渉後，高グルコース培養液で 48 時間刺激し，培養液上清中の TGF-b1 蛋白濃度
の変化量をネガティブコントロールと比較．（mean±SD，n＝6，＊：P＜0.001）
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図 5
（a）HPMC 高グルコース刺激による FOS mRNA 発現の経時的変化，（b）HPMC 高グル
コース刺激による FOS 蛋白の経時的変化，（c）FOS-siRNA による FOS 蛋白の変化．高グ
ルコース 3 時間刺激で測定．（mean±SD，n＝6，＊：P＜0.05，＊＊：P＜0.001）
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図 6　壁側腹膜の組織学的および免疫組織化学的評価
（a）HE 染色，（b）FOS 免疫染色，（c）TGF-b1 免疫染色．（倍率 240 倍）　（d）（e）FOS お
よび TGF-b1 陽性画素数計測（mean±SD，n＝5，＊：P＜0.001 versus vehicle group）．
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TGF-b1 も中皮細胞の細胞質に発現が認められ，HG

群では 2.4 倍に増加した（図 6）．

4　考　察

本研究で，HPMC における HG 誘導性 TGF-b1 産
生増加は FOS 発現を介しており，他の遺伝子は TGF-

b1 産生には関連する可能性が低いことが明らかにな
った．またマウスの HG 腹腔内投与では，中皮細胞に
FOS と TGF-b1 の増加がみられた．FOS は activator 

protein-1（AP-1）複合体の主要構成要素であり，FOS，
JUN，ATF や Maf ファミリーなどに属する蛋白質で
二量体を形成し，DNA に結合することで転写を促進
する因子である．研究結果より，AP-1 が TGF-b1 誘導
に重要な役割を果たしており，FOS 発現を阻害する
ことが腹膜線維化の治療標的となりうることが示唆さ
れた．

我々の研究では，HPMC での HG 誘導性 TGF-b1 

mRNA および蛋白について示したが，これまでの研究
でメサンギウム細胞5），近位尿細管上皮細胞8），内皮
細胞9）でも HG 誘導性 TGF-b1 産生を認めることが報
告されており，HG 刺激による TGF-b1 産生は HPMC

だけでなく他の細胞でも見られることを意味している．
近年では，TGF-b1 は HPMC の細胞表現型が間葉系細
胞に変形し10），過剰な細胞外基質蛋白の産生3）をきた
す上皮間葉移行（EMT）を誘導することが示されて
いる．EMT にはいくつかのサイトカインや成長因子
が関与しているが，TGF-b1 は最も重要な EMT を誘
導する成長因子である11）．これらのことから，HG 誘
導性 TGF-b1 産生は腹膜線維化の進展に中心的役割を
果たしており，TGF-b1 産生を抑制することで長期間
PD の施行が可能となると考えられる．

HPMC に お け る HG 誘 導 性 活 性 酸 素（ROS）が
TGF-b1 mRNA および蛋白を誘導することが報告され
ており，L グルコースや非代謝性グルコールアナログ
である 3-0 メチルグルコースでは ROS 産生を生じな
いこと，グルコース輸送体阻害剤により HG による
ROS 産生が抑制されることから，TGF-b1 合成の増加
は高浸透圧ではなくグルコース取り込みによって引き
起こされることが示されている12, 13）．FOS は HG 刺激
による TGF-b1 産生に関連する遺伝子であり，HG に
よる ROS 産生が FOS の増加を介して TGF-b1 発現増
加に関与しているかもしれない．

Wei らは，グルコース代謝が HG による ROS 産生
に関与し，extracellular signal-regulated kinase（ERK）
経路を増強させることを報告しており14），また他のい
くつかの研究でも様々な細胞においても mitogen-acti-

vated protein kinase（MAPK）経路を介した FOS 発現
が示されている15, 16）．我々の以前の研究でも，HPMC

における HG 刺激反応性の 30 分をピークとする ERK

リン酸化亢進を報告している17）．横山らは，ERK1/2

阻害により FOS 発現の誘導が十分に抑制されること
を明らかにしており18），ERK 活性化は FOS 発現の上
流エフェクターであると示している．これらの結果か
ら，HG 誘導性 ROS による FOS 発現の増加は ERK 活
性化を介している可能性が示唆される．

HG は細胞内ジアシルグリセロール（DAG）を増加
させ，プロテインキナーゼ C（PKC）活性化を引き起
こすこと，また PKC 活性化が FOS 遺伝子発現を刺激
することも報告されている19）．我々のデータでは FOS 

mRNA と蛋白は 3 時間でピークとなったが，Ha らの
報告では，HG 誘導性［3H］ DAG レベル増加と PKC

活性は 8 時間でみられている19）．したがって，PKC 活
性化は FOS の産生に直接的には関与しないが，転写
活性の増加や mRNA 安定化に関与することが報告さ
れており20），間接的に TGF-b1 産生にも関連している
かもしれない．

upstream stimulatory factors 1 and 2（USF1 and 2），
nuclear factor（NF）-lB，AP-1 や stimulating protein 1

（Sp1）など，いくつかの転写因子が TGF-b1 調整に関
与することが報告されている5～7）．我々の研究では，
HPMC においては FOS のみが HG と TGF-b1 の間を
介することが明らかになった．この結果から，AP-1 が
HG 誘導性 TGF-b1 産生に関連する転写因子であると
推察された．さらに，AP-1 は増殖，生存，分化，ア
ポトーシス，細胞遊走や転写など多くの細胞プロセス
を制御しており21～23），FOS 発現を抑制することで
AP-1 転写を阻害し，腹膜線維化の治療目標となりう
ることが示唆される．

結　語

FOS は HPMC の HG 誘導性 TGF-b1 産生に関与す
る．

この研究は，平成 24 年度日本透析医会公募研究助
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成によるものである．
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