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要　旨

腹膜透析療法において，長期腹膜透析による腹膜機
能不全は重大な問題である．腹膜線維化進行において
は単に細胞外基質の増加のみではなく，分解を含めた
細胞外基質のリモデリングが必要である．申請者はこ
れ ま で connective tissue growth factor（CTGF） と
matrix metalloproteinase-10（MMP-10）に着目し，解
析をすすめてきた．CTGF ノックアウトマウスはクロ
ルヘキシジン（CG）による腹膜線維症が軽度なこと
を報告しており，また MMP-10 ノックアウトマウス
は CG による腹膜線維化も軽度であることを見出して
いる．CTGF は細胞外基質産生作用を，MMP-10 は細
胞外基質分解作用という相反する活性を持つにもかか
わらず，表現型が似ていることから両者のクロストー
クについて解析を行った．

筆者は誘導型全身性 CTGF ノックアウトマウスに
CG を負荷したところ，CG 投与野生型マウスに比較
して MMP-10 発現が低下することを示した．また CG

投与 MMP-10 ノックアウトマウスは，CG 投与野生型
と比して線維化の軽減とともに，CTGF 発現の低下が
認められた．

これらの結果から，CTGF と MMP-10 は腹膜線維化
において vicious cycle を形成し，この系の抑制は腹膜
線維化抑制に有用である可能性が示唆された．

1　目　的

本研究の目的は，MMP-10 ノックアウトマウスにお

いて CG による腹膜線維化が軽度である機序を解明す
るため，CTGF と MMP-10 のクロストークに着目し，
CTGF ノックアウトマウスと MMP-10 ノックアウト
マウスを用いてそのクロストークを明らかにすること
である．CTGF は腹膜の線維化，血管新生に関与する
ことが示されているが1），腹膜線維化が進行する際に
は足場としての細胞外基質のリモデリングが必要であ
る．CTGF が MMP-10 を誘導することは，CTGF の
増殖，細胞外基質増加，血管新生，遊走などの作用に
おいて，CTGF の作用を介在する可能性を想定させる．

一方，MMP-10 発現が CTGF 誘導にどのような影響
を及ぼすかはまったく不明である．MMP-10 が CTGF

を直接的・間接的に誘導するのであれば，MMP-10 と
CTGF で vicious cycle を形成することになり，腹膜透
析患者の血中や腹膜透析液中の MMP-10 や CTGF を
測定することにより病態の把握ができる可能性があり，
またこの vicious cycle に介入することにより病態進行
を阻止できる可能性もある．

本研究の目的としては，CTGF ノックアウトマウス
と MMP-10 ノックアウトマウスを用いて，それぞれ
MMP-10，CTGF 発現や活性に及ぼす影響について解
析することとした．

2　方　法

動物実験は京都大学動物委員会のガイドラインに沿
って立案し，同委員会の承認を得て施行した．

全身でタモキシフェン誘導性 Cre リコンビナーゼ
を発現する Rosa-CreERT2 マウスと CTGF floxed マウ
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スを交配させ，double mutant マウスに 3 週と 6 週齢
時にタモキシフェン（0.2 mg/gBW）を経口投与 3 日
を連日行い，全身の CTGF を欠損させる1）．7 週齢時
より 0.1％ クロルヘキシジン/15％ エタノール/85％ 

PBS を週 3 回 4 週間腹腔内投与する2）．コントロール
マウスとして Rosa-CreERT2（－）の CTGF floxed マ
ウスを用いた．vehicle として PBS を投与した．腹膜
を回収して MMP-10 の免疫染色を行った．4％ PFA で
固定した腹膜組織をパラフィン包埋し，切片をクエン
酸バッファー下で沸騰させ抗原賦活し R & D 社のヤ
ギ抗 MMP-10 抗体で反応させ，続いて Jackson Labo-

ratory 社 peroxidase ラベル抗ヤギ抗体を反応させ，
DAB 発色をさせた．

12 週齢の全身で MMP-10 を欠損した MMP-10 ノッ
クアウトマウスに 0.1％ CG/15％ エタノール/85％ 

PBS（0.01 mL/gBW）の週 3 回腹腔内投与を 4 週間行
った2）．コントロールとしてリン酸緩衝食塩水 PBS を
投与した．投与 4 週後のマウスの腹膜の線維化をマッ
ソン・トリクローム染色で評価した．免疫蛍光法とし
て，CTGF の染色を行った．薄切したパラフィン包埋
腹膜切片をクエン酸バッファー下で沸騰させ抗原賦活

し SantaCruz 社の抗 CTGF 抗体で反応させ，その後
FITC- 抗ヤギ抗体を反応させ，観察を行った．腹膜組
織の mRNA 発現として，CTGF を検討した．

3　結　果

野生型マウスに CG 投与すると腹膜中皮下組織の肥
厚を認め，誘導型全身性 CTGF ノックアウトマウス
では CG 投与群で腹膜中皮下組織肥厚が軽減していた．
免疫染色において CG 投与野生型マウスは MMP-10

の増加を認め，特に中皮細胞と中皮下線維化領域に増
加を認めた．一方，誘導型全身性 CTGF ノックアウ
トマウスでは MMP-10 は中皮細胞では認められるが，
中皮下組織の MMP-10 は低下を認めた（図 1）．

次に全身性 MMP-10 ノックアウトマウスに CG 投
与を行った．CG 投与 MMP-10 ノックアウトマウスの
CG 投与野生型マウスに比して腹膜中皮下組織の線維
化が軽度であった．免疫蛍光染色で CTGF 染色を行
ったところ，CG 投与野生型マウスでは CTGF は中皮
細胞と中皮下線維組織に増加を認めた．一方，CG 投
与 MMP-10 ノックアウトマウスでは CTGF 染色の低
下を認めた（図 2）．

図 1　クロロヘキシジン投与誘導型全身性 CTGF ノックアウトマウスの腹膜組織の MMP-
10 発現

　コントロールマウスもしくは誘導型全身性 CTGF ノックアウト（KO）マウスに，PBS
もしくは 0.1％ クロロヘキシジン（CG）を週 3 回投与した 4 週間後の腹膜組織．MMP-10
免疫染色．矢印は中皮下腹膜線維化組織厚を示す．
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次に MMP-10 ノックアウトマウスの腹膜の CTGF 

mRNA 発現を解析した．CG 投与野生型マウスでは
CTGF 発現は 3.7 倍に増加したが，CG 投与 MMP-10

ノックアウトマウスでは，ほぼベーサルレベルまで
CTGF 発現が低下していた（図 3）．

これらの結果から，in vivo において CTGF 阻害は
腹膜の MMP-10 を抑制し，また MMP-10 阻害は腹膜
の CTGF 発現を阻害することを明らかにした．CTGF/

MMP-10 系は腹膜線維化において vicious cycle を形成
する可能性が示唆された．

4　考　察

腹膜線維化進行過程においては細胞外基質産生と分
解が同時に生じている．筆者らは過去に CG による腹
膜線維症モデルマウスにおいて，誘導型全身性 CTGF

ノックアウトマウスが腹膜線維症を軽減させることを
報告した1）．CTGF は細胞外基質を増加させる増殖因
子である．一方，筆者らは，細胞外基質を分解する
MMP-10 に着目し，CG 投与 MMP-10 ノックアウトマ
ウスは腹膜線維症が軽減することを示してきた．
CTGF と MMP-10 の二つの因子をそれぞれ阻害する
ことにより腹膜線維症が軽減することから，これら 2

因子におけるクロストークに着目した．
CG 投与誘導型全身性 CTGF ノックアウトマウスに

おいて腹膜の MMP-10 が低下することを示した．CG

投与誘導型全身性 CTGF ノックアウトマウスは腹膜
の炎症やマクロファージ浸潤が低下することを報告し
てきた1）．また腹膜中皮細胞において，TNF-a刺激は
MMMP-10 を誘導することを認めていることから3），
炎症性のサイトカインの減少を介して，腹膜の MMP-

10 が減少したことが推測される．
CG 投与 MMP-10 ノックアウトマウスにおける腹膜

図 3　クロロヘキシジン投与全身性 MMP-10 ノックアウトマウ
スの腹膜組織の CTGF mRNA 発現
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図 2　クロロヘキシジン投与全身性 MMP-10 ノックアウトマウスの腹膜組織の MMP-10 発現
　野生型もしくは MMP-10 ノックアウト（KO）マウスに，PBS もしくは 0.1％ クロロヘ
キシジン（CG）を週 3 回投与した 4 週間後の腹膜組織．CTGF 免疫蛍光染色．矢印は中皮
下腹膜線維化組織厚を示す．
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線維化軽減機序について解析を進めている．CG 投与
MMP-10 ノックアウトマウスは CG 投与野生型マウス
に比して，fibronectin 発現や炎症に関連する Ccl2，
Emr1 発現が低下している．今回 CTGF 発現について
も低下していることを示した．CG 投与野生型マウス
では CTGF 発現の増加に伴って，MMP-10 の増加，
さらに CTGF 発現と vicious cycle を形成している可
能性が示唆される．しかしながら，今回 MMP-10 の
CTGF 増加機序については解明できておらず，今後の
解析が必要である．

5　結　論

長期間の腹膜透析療法により腹膜線維化の亢進が認
められる．腹膜線維化モデルマウスにおいて CTGF

と MMP-10 発現は亢進し，CTGF を阻害することで
MMMP-10 を抑制でき，また MMP-10 を阻害するこ
とにより腹膜線維化の抑制，CTGF の抑制が認められ
た．今後，この機序を解明することで腹膜透析におい
て vicious cycle を阻害することによる腹膜の線維化抑
制となりうる可能性が示唆された．

令和元年度日本透析医会公募研究助成により得られ

た成果は，現在原著論文として投稿準備中のため，二
重投稿となることを避け，本報告書ではその概要を総
説的に記載した．
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