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要　旨

長期間の腹膜透析に伴う深刻な問題である腹膜線維
症の治療には，遺伝子治療薬の開発が期待されている．
肝細胞増殖因子（HGF）は，抗線維化作用を有するこ
とが知られている．本研究では，超音波照射とナノバ
ブルを利用したソノポレーションによる腹膜組織に対
する HGF 遺伝子導入システムを開発し，マウスにお
いて腹膜線維症モデルに対する予防・治療効果の検証
を行った．腹膜線維症のモデルは，マウスにクロルヘ
キシジンジグルコネートを腹腔内注射することで作成
した．腹膜線維症の予防および治療効果は，腹膜の厚
さ等により評価を行った．ソノポレーションの導入遺
伝子発現特性は，多色深部イメージングの手法を駆使
して評価を行った．マウス初期線維症モデルでは，ソ
ノポレーションによるモデル遺伝子 ZsGreen1 の発現
が中皮下層で観察され，組織深部まで遺伝子導入可能
であることが示された．また，ソノポレーションを介
した hHGF 遺伝子導入は，腹膜線維症に対する予防
効果だけでなく，初期線維症マウスモデルに対する治
療効果を有している可能性が示された．

1　背景と目的

慢性腎臓病（CKD）患者は世界中で増加している．
腹膜透析は，末期 CKD 患者の代替療法である．一方，
長期の腹膜透析はしばしば腹膜線維症を引き起こし，
それは治療の中断につながる．したがって，腹膜透析
患者の生活の質を改善するには，腹膜線維症の予防お

よび治療戦略の開発が不可欠である．非ウイルスベク
ターであるプラスミド DNA（pDNA）は安全性や調
製の容易さの観点では有望であるが，pDNA 自体の遺
伝子導入能は非常に低く，一般的には疾病の標的細胞
への細胞選択性を有していないため，標的細胞に対す
る遺伝子導入を可能とするための遺伝子送達システム
が必要である．

ソノポレーションは，バブル製剤と pDNA を投与後，
生体深部へ到達可能な超音波の照射を行い，バブルが
崩壊する際に生じるキャビテーションに基づく一過性
の細胞膜穿孔を利用し，部位特異的に遺伝子導入させ
ることができる1）．我々の研究グループでは，ソノポ
レーションに基づく腹膜組織への部位特異的・高効率
な遺伝子導入システムの開発を行っている．一連の研
究の中で，腹膜へのソノポレーションでは，健常なマ
ウスの腹腔内組織表面上の中皮細胞に対して選択的に
効率的かつ安全に遺伝子導入できる一方，中皮下層へ
は遺伝子導入できないことを明らかにした2, 3）．

中皮細胞の上皮間葉転換（EMT）は，腹膜線維症
の進行における重要なプロセスである4）．したがって，
腹膜へのソノポレーションに基づく中皮細胞の EMT

抑制は，腹膜線維症の効果的治療法になることが期待
される．EMT が引き起こされると中皮細胞は中皮下
層に侵入し，中皮下層の中皮細胞と線維芽細胞は筋線
維芽細胞に変換されるため，コラーゲン線維を産生す
るようになる．EMT によって誘発される組織学的変
化を考慮すると，EMT の前後で腹膜線維症治療の標
的細胞が異なる可能性がある．EMT の前，すなわち，
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腹膜線維症が進行する前の段階では，中皮表層の中皮
細胞が標的であると考えられる．一方，腹膜線維症が
進行した後では，中皮下層に存在する中皮細胞と線維
芽細胞に遺伝子導入する必要がある．しかし，EMT

が進行した際，細胞間結合（接着結合，密着結合）お
よび基底膜が破壊されるため5），腹膜線維症の初期段
階においては，ソノポレーションにより中皮下層への
遺伝子導入を可能にするかもしれないという仮説を立
てた．

肝細胞増殖因子（HGF）は，TGF-bシグナル伝達
の阻害を介して作用する抗線維化タンパク質であり，
EMT を阻害し，腹膜線維化を改善することが期待で
きるため，腹膜線維症に対する遺伝子治療への応用が
期待される．実際，腹膜中皮細胞への HGF 投与は，
高血糖によって誘発される線維症を予防し，また，注
入された間葉系幹細胞（MSC）によって分泌された
HGF は，クロルヘキシジンジグルコネート（CG）に
よって誘発された腹膜線維症を改善したことが報告さ
れている6, 7）．

そこで本研究では，腹膜線維症に対する治療用遺伝
子としてヒト HGF（hHGF）をコードしたプラスミ
ド（pCpGfree-hHGF）を構築し，ソノポレーション
を介した hHGF 遺伝子導入による腹膜線維症に対す
る予防効果，初期段階の腹膜線維症に対する治療効果
に関する検証を行った．

2　実験方法

2-1　動物および腹膜線維症モデル

雄性 ddY マウス（5 週齢，26～33 g）は，日本エス
エルシー株式会社から購入した．動物実験は，長崎大
学の動物実験のガイドラインに従って実施した．腹膜
線維症モデルマウスは，15％ エタノールおよび 150 

mM 塩化ナトリウム中の 0.1％（w/v）グルコン酸ク
ロルヘキシジン（CG）を 0.1 mL/g 腹腔内注射し作成
した8）．初期の腹膜線維症モデルを作成するために，
CG を 3 日間連続してマウスに腹腔内注射した．

2-2　pDNA

pCMV-Luc は，以前の論文で報告したものを用い
た9）．CpG を 含 ま な い hHGF 発 現 ベ ク タ ー で あ る
pCpGfree-hHGF は，CpG を除去した hHGF 遺伝子を
pCpGfree-mcs ベクターへサブクローニングすること

によりカスタムメイドオーダーした．

2-3　ナノバブル製剤の調製

ナノバブル製剤は以前の研究の報告に従って調製し
た10）．

2-4　in vivo 腹腔内遺伝子導入

3 種混合麻酔薬を筋肉内注射によってマウスに麻酔
を施行した．まず，60 ng の pDNA と 250 ng のナノ
バブル製剤の混合物をマウスの腹腔内に注射した．直
ちに，超音波処理装置 Sonopore-4000 を使用して，腹
部側から直径 20 mm のプローブを用いて，経皮的に
超音波照射を行った．陽性対照には，in vivo jetPEI を
用いた．

2-5　導入遺伝子発現の定量

ルシフェラーゼの発現は，遺伝子導入の 6 時間後に
測定した．hHGF の測定のために，腹膜壁および腹膜
液をマウスから採取した．腹膜壁は，3 倍量の RIPA

バッファーでホモジナイズした．hHGF は，Human 

HGF Quantikine ELISA Kit を使用して測定した．腹膜
壁の総タンパク質（450 mg）と腹膜壁の 50 mL を
ELISA に使用した．

2-6　腹膜平衡試験による腹膜機能の評価

腹膜透析液（ダイアニール PD-4 4.25 腹膜透析液
（PDF））をマウスに腹腔内注射した．腹膜液（D0）
をマウスから直ちに採取した．腹膜液（D2）と血漿

（P2）PD の注射の 2 時間後に収集した．サンプルの
グルコースおよびクレアチニン濃度は，LabAssayTM

グルコースおよび LabAssayTM クレアチニンをそれぞ
れ使用して測定し，D2/D0 および D2/P2 の比率を計
算した．

2-7　マッソンのトリクローム染色

腹膜壁を収集し，4％ パラホルムアルデヒド/リン
酸緩衝液で固定した．その後，O.C.T に包埋し，80℃
で凍結した．ミクロトームを使用して 5 nm の切片を
作製し，マッソンのトリクローム染色で染色した．染
色されたサンプルは，20 倍の対物レンズを備えた Ax-

ioVert A1 顕微鏡を使用して観察を行った．中皮下層
の厚さは，ImageJ ソフトウェアを使用して計算した．
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2-8　多色深部イメージング解析

以前の我々の論文の方法に従い，組織透明化に基づ
いて行った2, 3）．サンプルは，ScaleSQ（0）を使用して
組織透明化を行った11）．

2-9　ヒドロキシプロリン（HP）アッセイ

均質化した腹膜壁のサンプル 10 mg に 12 モルの塩
酸を加え，120℃ で 3 時間加水分解を行った．加水分
解したサンプルは，10,000×g で 5 分間遠心分離を行
った．上澄み液の HP 濃度は，HP アッセイキットを
使用して測定した．

2-10　統計解析

ANOVA を使用して，グループ間の統計的有意差を
解析した．テューキー検定は，すべてのグループ間の
多重比較に使用した．ダネット検定は，対照群と治療
群の間の多重比較に使用した．P＜0.05 の差は有意で
あるとみなした．

3　結　果

腹腔内での hHGF 遺伝子発現の持続時間を評価す
るために，ELISA によって腹腔壁および腹腔液中の
hHGF タンパク質レベルを測定した．その結果，遺伝
子導入の 1 日後，hHGF タンパク質レベルは 0 日より
も有意に高かった．3 日後には，hHGF の発現は 0 日
と同じレベルに減少した．

腹膜線維症に対するソノポレーションによる hHGF

トランスフェクションの予防効果を評価するために，
ソノポレーションにより hHGF 遺伝子を遺伝子導入
し，その後，14 日間の CG 注射を行った．最後の CG

注射の 1 日後，コラーゲン合成の指標として腹膜壁の
HP レベルを測定した．hHGF 遺伝子導入マウスの
HP 濃度は，CG 注射マウスのみの濃度よりも低くな
る傾向があったが，有意差は検出されなかった．

マッソンのトリクローム染色を行って，腹膜の厚さ
を評価した．CG 投与のみの群では，対照ベクター

（LacZ）＋US 群および hHGF-US 群により，中皮下層
の厚さが増加した．一方，hHGF＋US 群では，14 日
目に他の CG 注射群と比較して中皮下層の肥厚が有意
に抑制された．

腹膜機能は，腹膜平衡試験を使用して評価した．
CG 注射の 14 日後，D2/D0 グルコース比および D2/

P2 クレアチニン比を，グルコース吸収能力およ  びク
レアチニン除去率として測定した．CG 注射マウスの
D2/D0 グルコース比は，対照マウスよりも低かった．
ソノポレーションによる hHGF 遺伝子導入群では，
D2/D0 グルコース比を部分的に改善したが，対照の
マウスで観察されたレベルには達しなかった．逆に，
hHGF＋US 群の D2/P2 クレアチニン比は，CG のみ
群または LacZ＋US 群よりも低かった．

CG 注射を 3 日間続けた後，中皮細胞と腹膜表面を
それぞれ DiI と DiD で標識し，続いて多色深部イメ
ージング解析を行うことにより，腹膜組織における中
皮細胞の空間分布を評価した．健常マウスでは，DiI

で標識された中皮細胞は DiD で標識された表層に位
置していたが，CG を注射したマウスでは，いくつか
の中皮細胞は中皮層の下に位置していた．

腹膜組織のトランスフェクション効率に対する CG

注射時間の影響を評価した．レポーター遺伝子として
ルシフェラーゼをコードした pDNA を用いた．ソノ
ポレーションまたは in vivo ジェット PEI を使用し，
CG（－）マウス，3 日間 CG 注射マウス，および 7 

日間 CG 注射マウスで評価を行った．ソノポレーショ
ン群では，CG（－）マウスと 3 日間 CG 注射群との
間でどの腹膜組織でも遺伝子導入効率は変化しなかっ
たが，7 日間 CG 注射群では，腹膜壁でのルシフェラ
ーゼ発現効果が有意に低下し，肝臓，胃，脾臓などの
多臓器でのルシフェラーゼ発現には影響がなかった．
陽性対照として，in vivo ジェット PEI を使ってマウ
スに遺伝子導入した群では，ソノポレーション群より
も低効率であり，また，CG（－）マウス群に比べ，
CG 注射群のマウスのルシフェラーゼ発現が低下する
ことが明らかとなった．

初期段階の腹膜線維症マウスにおける ZsGreen1 の
ソノポレーション後の多色深部イメージング法を使用
して，腹膜組織における導入遺伝子発現の分布を評価
した．CG 注射の 3 日後にソノポレーションによる遺
伝子導入を行い，ZsGreen1 発現分布を評価した．組
織損傷部位では，ZsGreen1 発現は腹膜組織表面では
なく，内部組織で観察された．一方，CG 注射の 7 日
後にソノポレーションによる遺伝子導入を行った場合，
ZsGreen1 発現はほとんど観察されなかった．

腹膜線維症の進行に対する早期治療の効果を評価す
るために，3 日連続の CG 注射後に hHGF を遺伝子導
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入し，マッソンのトリクローム染色と腹膜平衡試験を
14 日連続 CG 注射の翌日に実施した．腹膜の厚さの
増加は，hHGF 遺伝子導入によって有意に抑制された．
さらに，両方の D2/D0 グルコース比と D2/P2 クレア
チニン比は hHGF 遺伝子導入によって大幅に改善し
た．

4　考　察

マウスにおいてはカチオン性リポソームやカチオン
性ゼラチンなど，腹腔内組織の中皮細胞への pDNA ま
たは siRNA 送達用のキャリアが開発されている．こ
れらキャリアでは，CG 誘発性腹膜線維症に対する予
防効果が報告されている12, 13）．ただし，腹膜線維症の
組織学的特徴は，健常状態の腹膜組織とは異なると考
えられる．したがって，腹膜の線維化の進行状態に応
じて，最適な遺伝子導入システムと治療用遺伝子を選
択する必要がある．この研究では，CG 誘発性腹膜線
維症に対する予防効果を示した．そのうえ，本研究で
明らかになったソノポレーションを介した腹腔内遺伝
子発現特性の解析結果に基づいた治療的アプローチを
試みた．治療遺伝子として，TGF-bシグナル伝達を弱
めることにより腹膜  線維症を含む組織線維症を抑制す
ることが知られている hHGF を選択した14～16）．

予防効果を検証するため，CG 投与前にソノポレー
ションを行い，腹膜壁および腹腔液における hHGF

発現を評価した．遺伝子導入 1 日後，腹膜壁および腹
腔液中の hHGF レベルは 0 日目よりも高かった．3 日
後，hHGF の発現は 0 日目に匹敵するレベルまで減少
し，長期間に渡る遺伝子発現持続効果はみられなかっ
た．これまで，pCpGfree ベクターの利用では，pDNA

の免疫応答を回避することによって長期間発現が持続
することが報告されており17），実際，我々の健常マウ
スへの腹腔内投与においても 28 日間にわたって遺伝
子発現期間を維持できることを報告している2）．これ
らの過去の知見は，今回の腹膜線維症マウスにおける
本結果とは導入した遺伝子が異なるものの一致しない．
しかし，一連の pCpGfree ベクターに関する報告では，
健常なマウスで導入遺伝子発現が評価されていた．本
研究では，ソノポレーションを介した hHGF 遺伝子
導入後に TGF-b1 の産生を促進し，免疫反応を活性化
する CG を注入した．したがって，今回 hHGF の発
現が持続しなかったのは，CG 注射による免疫活性化

の影響があると考えている．炎症モデル動物における
pCpGfree ベクターでの遺伝子発現持続化効果には今
後のさらなる検証が必要である．

ソノポレーションを介した hHGF トランスフェク
ションの予防効果については，hHGF 遺伝子導入の
14 日後，腹膜の HP レベル，中皮下層の厚さ，およ
び腹膜平衡試験によって測定された腹膜機能を治療基
準として評価した．HP レベルは，ソノポレーション
を介した hHGF 遺伝子導入によって抑制される傾向
があった．さらに，マッソンの腹膜のトリクローム染
色では，腹膜の厚さが抑制されていた．腹膜平衡試験
については，D2/D0 グルコース比と D2/P2 クレアチ
ニン比は，それぞれ水の除去効果と小さな溶質の輸送
を示している18）．両方の指標は，CG を注射した対照
群と比較して hHGF＋US 群によって改善した．した
がって，ソノポレーションを介した hHGF 遺伝子導
入は，CG 誘発性腹膜線維症を予防する効果を有して
いる可能性が示された．

3 日連続 CG 注射により，細胞間結合相互作用の喪
失と中皮細胞浸潤が誘発される20）．初期の腹膜線維症
の病理を確認するために，中皮下層への中皮細胞の浸
潤を観察することを試みた．本研究においては，我々
の過去の報告に従い2），CG 注射後，組織切除前に腹
腔内に DiD を注射して腹膜表面の染色を行った．CG

注射マウスでは，DiI 標識中皮細胞が DiD 標識腹膜表
面の下に位置しており，3 日連続 CG 注射後に中皮細
胞が中皮下層に侵入し始めたことが示唆された．以上，
多色深部イメージング解析によりマウスの腹膜線維症
モデルの初期段階を描写できることが示唆された．

腹膜線維症の初期段階では，中皮細胞の接合部が緩
んでいる．CG 注射後の腹膜組織の遺伝子導入効率を
評価した．膜壁における導入遺伝子発現レベルは，7

日間連続の CG 投与は発現が低下したが，3 日間連続
CG 投与では変化しなかった．中皮細胞が中皮下層に
脱落し，線維芽細胞が EMT を介してコラーゲンを産
生すると予想されるため，7 日間連続 CG 投与を受け
た場合は産生された多くのコラーゲンに阻まれて遺伝
子導入が困難になったと考えられる．一方，陽性対照
の in vivo ジェット PEI の遺伝子導入効率は，3 およ
び 7 日間連続 CG 投与した場合は，ソノポレーション
に比べて劇的に低下した．これは，ソノポレーション
ではジェット流を介して遺伝子導入できるため10），3
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日間連続 CG 投与の場合においてはコラーゲン量がま
だ少なく，組織深部まで到達できたため，腹膜組織の
中皮下層での外来遺伝子発現がみられたものと推察す
る．本結果は，ソノポレーションにより脳における遺
伝子発現の脳内分布が広がったという結果とよく一致
する21）．以上，初期の腹膜線維症モデルにおいてソノ
ポレーションでは，腹膜組織の深部までの外来導入遺
伝子導入が可能であることが示唆された．

これまで，hHGF 遺伝子導入による腹膜線維症の予
防に関する報告があるものの6），腹膜線維症の初期段
階における腹膜線維症の進行に対する治療的アプロー
チに関する報告はない．本研究では，初期の腹膜線維
症の外来遺伝子発現特性を考慮して，3 日間連続の CG

注射後における hHGF 遺伝子導入における腹膜線維化
の抑制効果を評価した．マッソンのトリクローム染色
と腹膜平衡試験を実施して，腹膜の厚さと腹膜機能を
評価した．その結果，CG によって誘発される中皮下
層の肥厚は hHGF 遺伝子導入によって有意に抑制され
た．さらに，D2/D0 グルコース比と D2/P2 クレアチ
ニン比の両方が，CG 注射群と比較して，有意に改善
された．これらの結果は，ソノポレーションによる
hHGF 遺伝子導入が，腹膜線維症の予防的適用に加え
て，初期段階の腹膜線維症に対する治癒的治療にも適
用できることを示唆している．以上，ソノポレーショ
ンを利用した hHGF 遺伝子導入では，初期段階におけ
る腹膜線維症において治療効果を得ることができる可
能性が示された．

5　結　論

本研究では，多色深部イメージング評価系を用いて
ソノポレーションでは，初期の腹膜線維化マウスの腹
膜組織下層の中皮細胞に対して外来遺伝子を導入でき
ることを明らかにした．また，ソノポレーションを介
した hHGF 遺伝子導入では，腹膜線維症に対する予
防効果と初期線維化の治療効果を有している可能性が
示された．

動物実験，組換え DNA 実験

本申請の動物実験に関しては，長崎大学動物実験委
員会の承認を得ている（承認課題番号：180823-1）．
また，本研究の組換え DNA 実験は，長崎大学組換え
DNA 実験安全委員会の承認を受けている（承認課題

番号：180301-2）．

本研究は平成 30 年度日本透析医会公募研究助成に
よってなされた．なお，本研究成果の掲載論文は以下
である．

Nishimura K, Ogawa K, Kawaguchi M, et al. : Sup-

pression of peritoneal fibrosis by sonoporation of hepa-

tocyte growth factor gene-encoding plasmid DNA in 

mice, Pharmaceutics 2021;  13, 115.
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