
京都大学・医学研究科・客員研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

若手研究(B)

2018～2017

腹膜線維化と尿毒症腎―腹膜連関におけるCTGFの役割の検討

The role of CTGF in peritoneal fibrosis and renal-peritoneal interactions

３０７６０６１５研究者番号：

戸田　尚宏（Toda, Naohiro）

研究期間：

１７Ｋ１６０８０

年 月 日現在  元   ５ ３０

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：腹膜透析の合併症である腹膜線維化を軽減するために、CTGFに着目した。CTGFは病的
な状態で他の増殖因子の機能を調節し、細胞外基質増加や炎症を惹起する。我々は薬剤誘導性CTGFノックアウト
マウス(Rosa-CTGF cKO)を作製し、腹膜線維化におけるCTGF抑制の検討を行った。
　腹膜線維化を惹起すると、腹膜肥厚に加え腹膜でのCTGF発現が亢進し、Rosa-CTGF cKOでは腹膜肥厚が改善
し、腹膜における線維芽細胞の増殖が軽減していた。腹膜線維化で亢進した腹膜透過性がRosa-CTGF cKOでは軽
快していた。腹膜線維化においてCTGF抑制は治療効果があることが確認された。

研究成果の概要（英文）：Connective tissue growth factor (CTGF) regulates the signalling of other 
growth factors and promotes fibrosis. CTGF is shown to be an aggravating factor in thickening 
peritoneum.To study the role of CTGF in peritoneal fibrosis of adult mice, we generated CTGF 
conditional knockout (cKO) mice. We induced peritoneal fibrosis in wild-type and Rosa-CTGF cKO mice.
 
Induction of peritoneal fibrosis in wild-type mice increased CTGF expression and produced severe 
thickening of the peritoneum. In contrast, CG-treated Rosa-CTGF cKO mice exhibited reduced 
thickening of the peritoneum. Peritoneal equilibration test revealed that the excessive peritoneal 
permeability by CG treatment was normalized by CTGF deletion. CG-treated Rosa-CTGF cKO mice 
exhibited a reduced number of αSMA- and Ki67-positive cells in the peritoneum. These results 
indicate that a deficiency of CTGF can reduce peritoneal thickening and help to maintain peritoneal 
function.

研究分野：腎臓内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腹膜透析は在宅で生活できるなどの多くの利点を有するが、腹膜線維化によって治療中止を余儀なくされること
がある。腹膜線維化は腹膜透析における最も重要な合併症である。CTGFの抑制は腹膜線維化を軽減するだけでな
く、腹膜機能の改善も示した。抗CTGF中和抗体は肺線維症などの分野ですでに臨床試験が行われており、他の論
文ではこの中和抗体で腹膜線維化が軽減することが示されている。腹膜透析におけるCTGF抑制は臨床応用につな
がりうると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
Connective tissue growth factor (CTGF)は病的な状態において TGF-βなど他の増殖因子の機
能を調節し、細胞外基質増加作用や炎症を惹起するなど様々な機能を有する増殖因子であ
る。申請者の研究室では腎疾患における CTGFの意義について研究を行い、タモキシフェ
ン誘導性に全身的に CTGFを欠損させることが可能な、薬剤誘導性 CTGFノックアウトマ
ウスを作製し抗糸球体基底膜腎炎において蛋白尿が軽減し、炎症細胞浸潤が軽減すること
を確認してきた。 
長期間の腹膜透析では腹膜の線維化が生じ、除水不全や腹膜肥厚や癒着、最終的にはイレ
ウス症状などを呈するようになる。CTGF は腹膜線維症・硬化症発症にも関与する可能性
が想定されているが、腹膜線維症や腹膜機能低下に対する CTGF抑制の意義は未だ明らか
になっていない。更には腎不全患者では血中の CTGFが増加することや、血中の CTGFが
他の臓器の線維化を促すこと、透析導入前の尿毒症が腹膜に線維化や炎症を来すことが知
られており、CTGFを介した腎臓と腹膜の臓器関連が示唆される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、成体において CTGF抑制が腹膜線維化や腹膜機能に与える影響を検討することを
目的としている。薬剤誘導性 CTGF ノックアウトマウスに腹膜線維症を惹起して検討を行う。
腹膜線維化において重要な役割を担うとされる、腹膜中皮細胞・線維芽細胞の CTGFを抑制し
て線維化の刺激に対する反応を培養実験においてその機序の解明を行う。また、ヒトの腹膜検
体において透析導入前、透析離脱時の CTGFの発現について検討を行う。研究代表者は透析導
入前の尿毒症に伴う腹膜の変化に着目しており、CTGFが関与するかの検討を行う。 
 
３．研究の方法 
1) 全身性薬剤誘導性 CTGF ノックアウトマウス(Rosa-CTGF cKO)を用いた腹膜線維症における
CTGF の意義 
著者らが作製した CTGF floxed マウスと RosaCreERT2 マウスを交配し、3,6 週齢でタモキシフ
ェンを経口投与して Rosa-CTGF cKO マウスを作製する。7 週齢の Rosa-CTGF cKO マウスにクロ
ルヘキシジンを週 3回 4週間腹腔内投与を行い腹膜線維症を惹起する。腹膜における CTGF 発現
に加え、炎症・線維化・血管新生を検討する。また、腹膜平衡機能検査(PET)を行い、腹膜
機能の検討も行う。 
 
(2) In vitro での腹膜中皮細胞、線維芽細胞の CTGF が腹膜線維化に与える影響の検討 

培養中皮細胞や線維芽細胞を用いて、CTGFの siRNAをトランスフェクションし CTGF

を抑制し、線維化刺激を行い検討を行う。また、Rosa-CTGF cKOマウスから腹膜中皮細胞、

線維芽細胞のプライマリーカルチャーを作成し、高糖刺激時の性質の変化についてコント

ロールマウスからのプライマリーカルチャーと比べて検討を行い、腹膜障害における分子

メカニズムの検討を行う。 
 
(3) Rosa-CTGF cKO にアデニン腎症を惹起し、腎不全にモデルにおける腹膜変化に対する CTGF
の意義の検討。 
Rosa-CTGF cKOマウスにアデニン腎症を惹起し、腎不全モデルにおける CTGFの意義の検
討を行う。更には、透析開始前の尿毒症が有意となる腹膜変化に、腎不全で増加する CTGF
が関与するか、透析開始前の CTGF抑制が腹膜や血管など他臓器の治療に繋がるかの検討
を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 全身性薬剤誘導性 CTGF ノックアウトマウス(Rosa-CTGF cKO)を用いた腹膜線維症における
CTGF の意義 
 初めに、野生型のマウスにクロルヘキシジンを投与し腹膜線維化を惹起し、その週数ごとの
CTGF発現の変化を検討したところ、週数を経るにつれてCTGF発現が亢進することを確認した。 
クロルヘキシジンを用いて腹膜線維化を惹起すると、コントロールマウスでは腹膜肥厚が生
じた。また、肥厚した腹膜においては CTGF 発現の増加を認めた。Rosa-CTGF cKO マウスでは腹
膜線維化モデルにおいて CTGF の mRNA 発現が約 95％減少し、腹膜肥厚も有意な改善を認めた。
腹膜における CTGF 陽性細胞の多くは S100A4 陽性の線維芽細胞で有り、Rosa-CTGF cKO マウス
ではその S100A4、CTGF 陽性細胞の減少を認めた。同様に腹膜線維化で増加したSMA 陽性細胞、
Ki67 陽性細胞が、Rosa-CTGF cKO マウスでは有意に減少していた。更には CD31 陽性の新生血管
の増加、VEGF 陽性細胞、Mac2 陽性細胞の増加も Rosa-CTGF cKO では軽快していた。以上のこと
から、腹膜線維化における CTGF 抑制は線維化のみならず、炎症細胞集簇・血管新生も軽減して
いることがわかった。 
 次いで腹膜機能を腹膜平衡機能検査を行い検討したところ、腹膜線維化を惹起すると腹膜透



過性亢進を示唆する D/P Urea の上昇、D/D0 glu の低下を認めるが、Rosa-CTGF cKO マウスでは
この変化が有意に軽快していた。 
 腹膜線維症において CTGF を抑制ることで、腹膜の肥厚を軽減するだけでなく、その機能も保
持できることをノックアウトマウスを用いて示した。 
 
(2) In vitro での腹膜中皮細胞、線維芽細胞の CTGF が腹膜線維化に与える影響の検討 
 培養中皮細胞である Met5A や線維芽細胞である NIH3T3 の CTGF を siRNA を用いて、CTGF を抑
制し、TGF刺激を行い線維化マーカーや血管新生マーカーの変化を検討した。TGF刺激を行う
各種マーカーは増加したが、CTGF を抑制してもその増加は改善されなかった。 
 
(3) ヒト腹膜組織における CTGF 発現の検討 
 腹膜透析導入時、離脱時の腹膜組織を採取し、その CTGF 発現の検討を行った。尿毒症状態で
ある導入時の腹膜において CTGF は中皮細胞にわずかに認めるのみであったが、離脱時の腹膜組
織においては中皮化組織で CTGF 陽性の細胞が増加していた。 
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