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研究成果の概要（和文）：ヒト腹膜では、中皮細胞を中心に3種類の補体制御因子(CReg)の豊富な存在を証明した。腹
膜透析(PD)が腹膜に与える補体系への影響について、PD排液中のsC5b-9とD/Pクレアチニンは相関し、腹膜機能を代表
するD/PクレアチニンとPD患者の腹膜中皮細胞のCD55の発現が逆相関することを見出した。一方で血中とPD排液中のC4
は相関を認めたが、C3には無かった。このことは、CRegの変化が、補体第二経路活性化の関与と補体活性化産物の生成
が腹膜機能に影響する可能性を示唆した。
急性腹膜障害の動物実験モデルでは、C5aの障害進展への関与とC5aが腹膜障害が抗補体療法の対象となり得ることを示
した。

研究成果の概要（英文）：We clarified that plenty of CReg, CD46, CD55 and CD59 were expressed in 
mesothelial cell of human peritoneum. When we investigated whether performance of PD therapy influenced 
the complement system in PD patients, we got correlation between levels of sC5b-9 in PD fluid and D/P 
creatinine and reverse-correlation between D/P creatinine and expression of CD55 in peritoneal 
mesothelium in the PD patients. Between serum levels and PD fluids, C4 was well correlated but not C3. 
Our results suggested that PD therapy might change CD55 expression of mesothelium and influence D/P 
creatinine in the PD patient dependent on activation of the alternative pathway presumably.
Using an acute peritonitis model on rat, we showed the supportive data of the possibilities of 
anti-complement therapies because suppression of C5a could improve the acute peritoneal injuries.

研究分野： 内科学
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１．研究開始当初の背景 
腹膜透析（PD）は、血液透析（HD）に比べて、
残腎機能保持・心血管系合併症抑制という利
点があり、また、家庭内透析という点で、PD
療法の拡大は医療経済的に貢献すると考え
られる。一方で、腹膜傷害による腹膜劣化や
致死的合併症である被嚢性腹膜硬化症（EPS）
という問題がある。PD 患者の腹膜は、様々な
因子により傷害を受けている可能性があり、
特に PD 液の長期暴露と腹膜炎が腹膜傷害の
主要因と考えられるが、その機序には不明な
点が多い。より多くの患者で PD を安全に施
行していくために、腹膜傷害の発生と、これ
による腹膜機能低下、EPS 発症・進展の機序
を明らかにし、予防・治療に取組むことは重
要であると考える。 

我々は、PD と補体の関連、特に補体活性系
とその制御に注目し、腹膜傷害・EPS の機序
の解明と Biomarker の発見、抗補体療法の可
能性について研究を進めている。これまでに、
過剰な補体活性化が腹膜に急性/慢性炎症を
来し、腹膜傷害発症・進行に重要な役割を果
たしていることを、真菌性腹膜炎モデル
(Zymosan(Zy)モデル)で示した(J Immunol, 
2009)。また、腹膜の補体活性化制御に、膜
補体制御因子（CRegs）の存在が重要である
ことを示した(Nephrol Dial Transplant, 
2011)。 

現在、EPS 発症に two-hit theory が提唱さ
れている。PD液暴露や腹膜炎などによる腹膜
の炎症が 1st-hit として腹膜に障害を与え、
加えて 2nd-hit が引き金となって EPSに至る
とされるが、その詳細な機序は不明である。
我々は、補体系、特にその制御系に注目して、
EPS 発症への機序を解明するために研究を進
めてきた。 
 
２．研究の目的 
(1) ラット腹膜中皮初代培養細胞を用いて、
中皮細胞上の CReg の発現が、透析液暴露の
影響に影響を受けるかどうか、特に pH、浸透
圧について解析する。 
 
(2) ヒト腹膜の CRegs（CD46、CD55、CD59）
の分布を調べる。また、腹膜表層にある中皮
細胞に注目して、PD 療法がヒト腹膜中皮細胞
上の CRegs に与える影響を、PD 排液とその中
皮細胞を用いて、補体の易活性性・活性化の
制御障害との関連について、明らかにする。 
 
(3) ラット急性補体障害モデルを用いて、
C5a の役割とその制御が抗補体療法につなが
る可能性について検討する。 
 
(4) ヒト PD 排液と腹膜組織にて、補体活性
化産物と CRegs の発現を調べ、実験動物で得
られるデータと合わせ、PDが補体活性系と制
御機構に与える影響について解析を行う。ま
た biomarker の可能性についても調べる。 
 

３．研究の方法 
(1) ラット腹膜より中皮細胞の初代培養細
胞を作成し、pH と浸透圧の異なる PD 液のダ
イアニール PD4 4.25% (PD1; dextrose 4.25%, 
pH ～5)とダイアニール-N PD4 2.5% (PD2; 
dextrose w.5%, pH ～7)を用いて、PD液によ
る暴露環境下による腹膜中皮細胞上の
CReg(Crry, CD59)の発現に変化を、CReg(Crry, 
CD59)に対する抗体(5I2, RDIII-7, 6D1)で染
色して FACS で検討した。また、ラット中皮
細胞上で、これらの Crry と CD59 の発現の変
化が、補体活性系の制御に与える影響につい
て、functional assay として蛍光抗体法で傷
害を受けた細胞への直接補体沈着（C3b）を
観察した。 
 
(2) ヒト腹膜での CReg（CD46、CD55、CD59）
の分布を、腹膜生検組織を用いて免疫染色で
調べた。次に、ヒト大網由来の non CKD 患者
の腹膜中皮細胞初代培養細胞、および、PD 施
行中の 31名の腹膜透析患者の PD排液由来の
腹膜中皮細胞初代培養細胞を用いて、CRegs
（CD46、CD55、CD59）の発現の変化を、フロ
ーサイトメトリー法（FACS）により蛋白レベ
ル（3回の平均値）とmRNAレベルで検討した。
PD 排液中の補体成分 C3 と C4、および補体活
性化産物 sC5b-9 の濃度の測定を ELISA 法で
測定を行い、CRegs の発現について比較検討
した。また、腹膜機能として腹膜平衡試験に
よって得られた D/P クレアチニンと、CRegs
の発現について比較検討を行った。また、こ
の CRegs の発現の変化が、補体活性系の制御
に与える影響について、上記(1)のラット中
皮細胞上での実験と同様に、functional 
assay として蛍光抗体法で傷害を受けた細胞
への直接補体沈着（C3b）を観察して、詳細
に検討した。 
 さらに、PD 患者の CD55 発現の違いが腹腔
内の中皮細胞の局所に限定した変化かどう
か、調べるために、同意の得られた一部の患
者の抹消血中白血球(WBC)上の CRegとの発現
の差について FACS を用いて調べた。 
 
(3) ラット急性腹膜障害モデル(CReg の機能
を中和抗体により抑制により発症する腹膜
障害)を用いて、C5a の関与を明らかにするた
めに、C5a レセプター拮抗ペプチド(C5aRA)
と C5a に直接結合する C5a 拮抗ペプチド
(AcPepA)を、中和抗体投与10分前に投与し、
24 時間後の腹膜障害を光学顕微鏡下と浸潤
細胞や補体沈着を蛍光顕微鏡下に検討した。
また、AcPepA が抗補体療法として治療的役割
を果たす可能性があるかどうかを、腹膜炎誘
導後 6 時間後までに AcPepA を投与すること
で検討した。 
 
(4) PD排液について、排液中の補体成分(C3、
C4)、補体活性化物質(sC5b-9)の測定を行い、
排液中の CA125 や IL-6 を ELISA 法で測定し
た結果との相関関係、臨床データとの関係を



検討した。さらに腹膜炎の発生時の排液につ
いて、経時的に測定し検討した。得られた C3、
C4、sC5b-9、CA125、IL-6 の各 PD 排液濃度に
ついては、すべて各 PD 排液中の総蛋白濃度
で補正を加えた値を検討に用いた。 
 
(5) 尚、本研究のヒト検体については、倫理
委員会の承認のもとで、患者の同意を得て行
われた。 
 
４．研究成果 
(1) PD2 やコントロール培養上清と比べて、
PD1 への暴露下では、ラット中皮細胞の CReg
の Crry と CD59 の発現が、減少していること
が観察された。また、これらの Crry と CD59
の減少は、C3b の中皮細胞への沈着の程度で
比較した場合でも、PD1 で暴露したラット腹
膜中皮細胞上でより多くの補体活性化が観
察された。この実験より、少なくともラット
腹膜中皮細胞は低 pHと高浸透圧の PD液によ
って、中皮細胞上の CReg の発現は障害を受
け、その結果、補体攻撃への防御機能に障害
を受けることが明らかになった（Mizuno T, 
Mizuno M, et al. Am J Physiol Renal Physiol 
2013）。この結果より、PD治療でPD液の暴露、
特に pHが低く抗浸透圧の PD液で暴露した場
合に、腹膜での補体活性・制御系に問題が生
じる可能性が示唆された。 
 
(2) これまでのラット腹膜で得た報告と同
様に、ヒト腹膜組織においても、腹膜中皮細
胞層、血管壁に沿って、CD46、CD55、CD59 が
分布していることを観察した。また、大網由
来腹膜中皮細胞初代培養細胞においてもヒ
ト中皮細胞 cell line の Met5A 細胞と比較し
て、ほぼ同様に CD46、CD55、CD59 が分布し

ていた（図 1）。これらより、ヒトでもラット
でも腹膜には他臓器と同様に複数の CReg の
豊富に分布していることが確認された。特に
腹膜表層に位置する腹膜中皮細胞には、ラッ
トでは Crry, CD55, CD59 が分布しているよ
うに、ヒトでは CD46、CD55、CD59 が分布し
ていた。このことから、腹膜は補体活性制御
を常に行う必要性があるのであろうことが
考えられた。 
次に、末期腎不全患者で PD を行っている

患者の PD 排液由来の腹膜中皮細胞初代培養
細胞において CReg の発現に PD治療が影響を
与える可能性について検討した。PD 患者の中

皮細胞においても D46、CD55、CD59 のすべて
分布していることを確認したが、CD55 の発現
のみ、mRNA 発現レベルと相関した。腹膜機能
（D/P クレアチニン）と比較したとき、CD55
の発現のみに負の相関関係が見られた（図 2）。

このため、CD55 の発現は PD 治療に関連して
何らかの影響を受けている、あるいは PD 患
者に影響を与えていると考え、その後の検討
は CD55 に焦点を当てて検討を行った。結果
として、CD55 の発現に、性別、年齢、糖尿病
の有無など、患者の基本情報には影響を受け
ていないことがわかった。中皮細胞上の CD55
の発現の高い、PD 患者由来の中皮細胞初代培
養細胞と CD55 の発現の低い PD患者由来の中
皮細胞初代培養細胞を用いて、補体沈着によ
り細胞上での補体活性を可視化して直接評
価したところ、CD55 の発現の低かった中皮細
胞では、CD55 の発現の高かった中皮細胞に比
べて、補体沈着が多く認められた。 
また、この CD55 の変化が腹膜という局所

環境に限定したものであったかどうかにつ
いての検討のため、同じ PD 患者の白血球上
での CReg と腹膜中皮細胞上での CReg の発現
について調べたところ、有意な相関は求めら
れず、今回の腹膜中皮細胞の CD55 の変化は
腹膜独自の反応である可能性が示唆された。 
 
(3) 急性腹膜障害について、C5a の関与を調
べた時、レセプター側の拮抗薬の C5aRA を投
与した場合も、産生された C5a に対して直接
結合し阻害するAcPepAを投与した場合でも、
同様に、腹膜への炎症細胞浸潤を抑制するこ
とにより腹膜障害を軽減した。このことより、
C5a が腹膜障害進展に関与することを明らか
になった。このことから C5a が急性腹膜障害
進展に対する治療ターゲットとなると考え、
腹膜障害誘導した後に産生されたC5aを直接



抑制する AcPepA の治療効果を検討したとこ
ろ、腹膜炎誘導 2時間、および 4時間後まで
は、腹膜の肥厚と細胞浸潤についての評価に
より、AcPepA の治療効果を確認できた。しか
し、腹膜障害発生 6 時間後以降に AcPepA を
投与した場合には抑制効果が確認できなか
った(図 3)。つまり、このモデルにおいて、
C5a を治療ターゲットとした場合、腹膜炎惹
起4時間後までに投与した場合には効果が認
められたことより、早期治療的アプローチが、
腹膜障害進展抑制に重要である可能性を示
すことができた。近年、遺伝性血管性浮腫
（HAE）への C1 阻害薬、夜間血色素尿症(PNH)
や補体制御異常の関与する非定型性溶血性
尿毒症症候群(aHUS)へのヒト型C5中和抗体、
と、抗補体治療が新たな治療法として注目さ
れつつある。補体系が様々な炎症に関わって
いることから、腹膜障害のコントロールにつ
いても抗補体治療が一つの選択肢となり得
ることを実験動物モデルで我々は明らかに
した。 
 
(4)腹膜排液中の補体成分 C3 と C4 濃度につ
いて、ELISA で調べたところ、非腹膜炎の状
況で、血清中の C3 と排液中の C3 とは相関を
認めなかったが、血清中の C4 と排液中の間
に相関を認めた（p<0.05）。一方で、PD 排液
中の CA125 濃度との、C3 と C4 濃度には相関
ははっきりしなかった。D/P Cre 値と腹膜排
液中の sC5b-9 値の間にも相関を認めた。 
結果より、腹腔内で C4 に比べて C3 の消費が
より激しい可能性が予想されることから、補
体の第二経路の活性化の影響が D/P Cre によ
り影響を与えている可能性を示唆した。 
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