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要　旨

我々は，すでにリンパ管新生が線維化進行に伴い発
現することを見出し報告している．今回の研究では，
メチルグリオキサール惹起性腹膜障害モデルを用い，
腹腔内の炎症に伴いリンパ管新生が生じること，さら
にこの腹膜障害モデルに対し，VEGFR-3を介すシグ
ナル伝達を阻害すると除水機能が改善することを明ら
かにした．これらより，VEGFR-3がリンパ管吸収を
抑制し腹膜透析の除水を増加させるための新たな治療
標的となりうることを示した．

緒　言

最適な体液バランスの維持は，腹膜透析におけるク
リニカルアウトカムと生命予後において重要であり，
除水機能不全は腹膜透析中止の主な原因の一つであ
る1, 2）．腹膜透析患者の腹膜障害の病理学的特徴は線
維化や細胞外基質の沈着，血管新生である3）．
我々は腹膜障害におけるリンパ管新生に着目し，リ
ンパ管新生およびリンパ管成長因子の一つ vascular 

endothelial growth factor（VEGF-C）の発現が腹膜線
維化と関連していることを，ヒト腹膜組織，腹膜透析
排液，排液由来細胞，グルコン酸クロルヘキシジン惹
起性腹膜傷害動物モデルを用いた検討により明らかに
した4）．しかしながら，リンパ管新生が腹膜透析の機
能に及ぼす影響については議論の余地があり，またリ

ンパ管機能の評価方法も確立されていない．本研究で
は，VEGF-C/-Dの受容体でありリンパ管内皮に発現
する分子 vascular endothelial growth factor receptor-3

（VEGFR-3）が，腹膜透析における除水機能不全に対
する新たな治療標的となりうる可能性，およびリンパ
管吸収の評価方法を検証する．またヒト検体における
リンパ管新生において VEGF-D発現についても検討
を行った．

1　対象および方法

①　10週齢マウス（C57BL/6J）に対し，メチルグ
リオキサール含有腹膜透析液の腹腔内投与により
腹膜傷害5, 6）を惹起し，Day 22における横隔膜お
よび壁側腹膜の病理学的変化につき検討した．ま
た採取組織中のリンパ管マーカー lymphatic en-

dothelial vesselendothelial hyaluronan receptor-1

（LYVE-1），VEGFR-3の発現および成長因子であ
る VEGF-C/-D mRNAの発現レベルを real-time 

PCR法を用い評価した．
②　上記メチルグリオキサール惹起性腹膜傷害モデ
ルに対し，アデノウイルスベクター soluble-VEG-

FR-3-Ig7～9）（sVEGFR-3：生体内の VEGF-C/-Dを
トラップすることにより VEGFR-3への結合を阻
害する），もしくはアデノウイルスベクター LacZ

（コントロールベクター）を投与してリンパ管新
生の抑制効果について検討した．Day 22，Day 50
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に横隔膜および壁側腹膜組織を採取し，sVEGFR-3

が新生リンパ管，血管新生，線維化，炎症細胞浸
潤に対する効果を検証した．またこれらマウスに

対して，ブドウ糖含有透析液，およびイコデキス
トリン含有透析液を用いた腹膜平衡機能検査を行
い，リンパ管吸収機能および腹膜機能に sVEG-

Figure 1　メチルグリオキサール惹起性腹膜傷害モデルの横隔膜において LIVE-1 陽性リ
ンパ管の増生と拡張を認める

（a）LYVE-1免疫組織染色像　スケールバー，100 nm.，（b）LYVE-1陽性エリアの定量，
（c～f）定量 PCRによる解析，（g, h）横隔膜組織の二重染色（VEGF-D，CD68）による解
析　スケールバー，50 nm．

P＜0.01

n.s.

c

f

4

3

2

1

0

2

1

0V
E
G
F-
D
 m
R
N
A
/1
8S
 rR
N
A

Control

Diaphragm Parietal
peritoneum

n.s.

P＜0.05
methylglyoxal

a b
Control LYVE-1 MGO

D
ia
ph
ra
gm

P
ar
ie
ta
l

4

2

0

LY
V
E
-1
po
si
tiv
e 
ar
ea

（
×
10
3 n
m
2 /
1m
m
 s
ur
fa
ce
 le
ng
th
）

d

P＜0.05

P＜0.05

P＜0.01 P＜0.001

P＜0.001

P＜0.001P＜0.01

P＜0.01

P＜0.01

P＜0.01

n.s.
n.s.

n.s.

n.s.n.s.

n.s.

n.s.

e

4

3

2

1

0

2

1

0

Diaphragm Parietal
peritoneum

Diaphragm Parietal
peritoneum

Diaphragm

Diaphragm

Parietal
peritoneum

Parietal
peritoneum

LY
V
E
-1
 m
R
N
A
/1
8S
 rR
N
A

V
E
G
FR
-3
 m
R
N
A
/1
8S
 rR
N
A

V
E
G
F-
C
 m
R
N
A
/1
8S
 rR
N
A

Normal
methylglyoxal

g hCD68 VEGF-D merge Control
methylglyoxal

po
si
tiv
e 
ce
lls
/H
P
F

VEGF-D
CD68

＋ ＋
＋＋ －
－

20

10

0



VEGFR-3は腹膜機能不全の治療ターゲットとなる 199

FR-3が与える影響を検証した．
③　ヒト腹膜透析患者における腹膜透析排液（4時
間貯留排液（n＝40），一晩貯留［8.95±1.63時間］
排液（n＝83））中の VEGF-D濃度を ELISA法で
定量し，腹膜透過性の指標の一つ Dialysate/Plas-

ma（D/P）クレアチニン比との相関を Spearman

の順位相関係数を用い検定した．また，ヒト腹膜
組織（n＝54）中の VEGF-D，VEGFR-3の発現を
real-time PCR法を用いて検討した．

2　結　果

①　メチルグリオキサール惹起性腹膜傷害モデルに

おいて，主に横隔膜において LYVE-1陽性リンパ
管の増生およびリンパ管マーカー LYVE-1，VEG-

FR-3 mRNAの有意な増加を認めた（Figure 1 a～

d）．また本モデルにおいてはリンパ管新生因子
VEGF-Dの有意な発現上昇を認め（Figure 1 e, f），
その発現は主に CD68陽性マクロファージ由来で
あった（Figure 1 g, h）．
②　アデノウイルスベクター sVEGFR-3投与群では，

Day 22から Day 50にかけ，リンパ管新生の抑制
を認めた（Figure 2 a～c, Figure 3 a～b）．
sVEGFR-3はリンパ管新生因子 VEGF-C/-Dの発
現自体には影響を与えなかった（Figure 3 c～e）．

Figure 2　アデノウイルス-sVEGFR-3 は LIVE-1 陽性リンパ管を抑制したが，CD31 陽性
血管，type III コラーゲン，CD68 陽性細胞を抑制しなかった

（a）動物実験プロトコール（左図：Day 22，右図：Day 50），（b, c）LYVE-1免疫組織染色
像と LYVE-1陽性リンパ管面積の定量　スケールバー，100 nm.，（d）CD31陽性血管面積
の定量，（e）Type-IIIコラーゲン陽性面積の定量，（f）CD68陽性細胞数．
Lac Z : treatment with Adeno-LacZ, R3-Ig : treatment with Adeno-sVEGFR-3-Ig.
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また sVEGFR-3は血管新生，線維化に対し有意な
影響を与えなかった（Figure 2 d～e）．CD68陽
性マクロファージの浸潤は Day 22から Day 50に
かけ両群で著明に減少していた（Figure 2 f）．
　　これらのマウスにイコデキストリン含有透析液
を用いて腹膜平衡機能試験を実施した結果，Day 

22において，LacZ群は Control群に比べて有意

に除水が低下するが，sVEGFR-3群は LacZ群に
比べて有意な除水機能の改善を認め，また Day 50

においても sVEGFR-3群は LacZ群に比べ有意な
除水機能の改善を認めた（Figure 4 a）．イコデキ
ストリンの加水分解酵素アミラーゼの透析排液中
濃度は，Day 22，Day 50の双方において LacZ群
と sVEGFR-3の間に有意な変化を認めなかった

Figure 3　アデノウイルス-sVEGFR-3 はメチルグリオキサールモデルの横隔膜における
LIVE-1，VEGFR-3mRNA の発現を抑制するが，VEGF-C/-D の発現には変化を認
めなかった（Day 22）

（a～d）定量 PCR法での検討，（e）横隔膜組織の二重染色（VEGF-D，CD68）による解析．
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Figure 4　腹膜機能の評価：イコデキストリン含有透析液による腹膜平衡機能試験はリン
パ管新生とその抑制状態を明らかにすることができる

（a, b）イコデキストリン含有透析液による腹膜平衡機能試験，排液量（a）と排液中アミ
ラーゼ濃度（b）の比較，（c～e）ブドウ糖含有透析液による腹膜平衡機能試験，腹膜透過
性（c, d）と 排液量（e）の比較．
Lac Z : treatment with Adeno-LacZ, R3-Ig : treatment with Adeno-sVEGFR-3-Ig.
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（Figure 4 b）．またブドウ糖含有透析液による腹
膜平衡機能試験（従来法）を用いて検証したとこ
ろ，Day 22，Day 50の双方において，sVEGFR-3

群での排液量の増加傾向を認めたが，sVEGFR-3

群と LacZ群の間に腹膜透過性（D/Pクレアチニ
ン，D/D0グルコース）の有意な変化を認めなか
った（Figure 4 c～e）．

③　ヒト腹膜透析排液中の VEGF-D濃度は腹膜透過
性の指標 D/Pクレアチニンと正の相関を認めた
（Figure 5 a, b）．またヒト腹膜組織中の VEGF-D，

VEGFR-3 mRNAの発現は，除水不全群（UFF群）
において，それぞれ有意な上昇を認めた（Figure 

5 c, d）．

3　考　察

主要臓器において，リンパ脈管系は体液や大分子を
体循環に還す機能を果たしている10～12）．腹膜透析に
おける実際の除水量は，「毛細血管からの限外濾過
量」と「リンパ管からの再吸収量」の差により決定さ
れる12）ことより，リンパ吸収を制御することは除水量

Figure 5　ヒト排液中の VEGF-D 濃度と腹膜透過性（D/P クレアチニン）は正の相関関
係を示す．VEGF-D，VEGFR-3 mRNA の発現は除水不全を有する患者の腹膜生
検検体において上昇を示す

（a, b）ヒト腹膜透析排液中 VEGF-D濃度とD/Pクレアチニンの相関 , 4時間貯留排液（a）
と一晩貯留排液（b），（c, d）定量 PCRを用いたヒト腹膜生検組織の検討．
　Pre-dialysis uremia：保存期慢性腎不全患者群（腹膜透析カテーテル導入手術時），
Incident：移植，出口部感染症 , 精神的問題，手技的問題のため腹膜透析カテーテル抜去
となった患者群，UFF：除水不全を有する腹膜透析患者群
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を増やすための重要な戦略となる．
我々のグループはすでにクロルヘキシジン惹起性腹
膜傷害モデルやヒト検体を用い，リンパ管新生が線維
化進行に伴い発現することを見出してこれをすでに報
告した4）．さらに今回の研究では，メチルグリオキサ
ール惹起性腹膜傷害モデルにおいて，炎症に伴いリン
パ管新生が生じることを明らかにした．この結果とこ
れまでの研究から，リンパ管新生が腹膜傷害時の炎
症・線維化に伴う普遍的な現象であることを示した．
クロルヘキシジンによる腹膜傷害では VEGF-Cの発
現亢進を認めた一方で，メチルグリオキサールによる
腹膜傷害モデルでは，興味深いことに，VEGF-Cは有
意な上昇を示さずに VEGF-Dの発現が有意であった．
これらの結果から，VEGF-C/-D共通の受容体である
VEGFR-3が腹腔内のリンパ管新生に対する最適な治
療標的となりうると考えた．メチルグリオキサール腹
膜傷害モデルに対して，アデノウイルスベクター
sVEGFR-3により VEGFR-3を介するシグナル伝達を
阻害すると，リンパ管新生を特異的に抑制し，除水機
能が改善することを明らかにした．この結果より，リ
ンパ管新生は除水不全において重要な役割を果たして
いることを示した．イコデキストリンは多糖類の浸透
圧物質であり，主にリンパ管を経て腹腔内より消失す
るとされている13, 14）．
本研究において，炎症がある状況下（Day 22）であ
っても，イコデキストリン含有透析液による腹膜平衡
機能試験は，リンパ管新生とその抑制の状態を判別す
ることができた．一方，グルコース含有透析液を用い
た従来法の腹膜平衡機能試験では，アデノウイル
ス-sVEGFR-3群で排液量が高めの傾向ではあるものの
有意ではなく，リンパ管吸収を反映しにくいと考えら
れた．しかしながら，ヒト患者においてもこういった
方法が適応可能か否かについては，さらなる検討が必
要となる．
今回，我々は，ヒト腹膜検体・腹膜透析排液におい
て，VEGF-D発現が腹膜透過性およびリンパ管マーカ
ー発現と共に上昇していることを初めて報告した．こ
れはヒト腹膜透析患者においても VEGF-Dがリンパ
管新生に関わっていることを示唆する．

結　語

VEGFR-3はリンパ管吸収を抑制し，腹膜透析の除

水を増加させるための新たな治療標的となることを明
らかにした．

本論文は，日本透析医会研究助成（平成 25年透医
第 25067号）により行われた研究15）の報告書である．
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