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研究成果の概要（和文）： 適切な体液量管理は、腹膜透析患者の良好な成績を得るために重要である。我々は、ヒト
腹膜透析の排液、培養ヒト腹膜中皮細胞、ヒト腹膜組織、さらに腹膜線維化モデルを用いて腹膜透析におけるリンパ管
の役割を検討した。今回の研究により、横隔膜を中心として線維化に伴いリンパ管新生が認められ、腹膜傷害時のリン
パ管新生が普遍的現象であることを示した。そして、リンパ管新生にはTGF-b－VEGF-C pathwayを介する経路があり、
リンパ管抑制によって除水量の改善が期待できることが明らかとした。さら横隔膜リンパ管新生において、VEGF-Dも重
要な役割を果たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Appropriate fluid balance is important for good clinical outcomes and survivals 
in patients on peritoneal dialysis (PD). We studied the roles of lymphangiogenesis and vascular 
endothelial growth factor-C and -D (VEGF-C and -D), a potentially important mediator of 
lymphangiogenesis, in the relationship between peritoneal fibrosis and ultrafiltration failure using 
human dialysate effluents, human peritoneal tissues, human peritoneal mesothelial cells obtained from 
spent patient peritoneal dialysates, and rodent peritoneal fibrosis models. We demonstrated that 
lymphangiogenesis is a common feature, and is developed mainly in the diaphragm. Lymphangiogenesis is 
associated with fibrosis via the TGF-b-VEGF-C pathway, and VEGF-D also plays an important role in the 
development of lymphangiogenesis. We showed that suppression of lymphatic absorption can improve the net 
ultrafiltration in PD.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
腹膜透析（PD）継続に伴う腹膜透過性亢進、

除水機能不全（UFF）は PD中止の大きな要因

である。PD に伴う腹膜障害は中皮細胞下の線

維化と血管新生を特徴とするが、腹膜におけ

る血管密度とUFFに関連がないとする報告が

複数存在する。これらの報告は UFF の病態に

血管新生以外の要因が存在することを示唆

する。リンパ管は間質の組織液や細胞、高分

子を吸収し体循環に戻すように働いている

ため、腹膜においてリンパ管新生が進行すれ

ば UFF の一因となることが考えられる。リン

パ管新生は腫瘍の転移、炎症性呼吸器疾患、

創傷治癒、腎臓移植拒絶などのさまざまな病

態において報告されている。我々はヒト慢性

腎疾患でリンパ管新生が間質の線維化病変

とともに進行することを報告し、また慢性間

質障害であるラット片側尿管結紮モデルを

用いてリンパ管新生のメカニズムを報告し

た。 

２．研究の目的 
腹膜透析における除水機能不全は、腹膜透析

中止の主な原因の一つであるだけでなく、生

命予後に関わる重要な課題である。これまで

腹膜透析患者の腹膜組織においては線維化

や血管新生に注目し検討されてきた一方で、

リンパ管は体液の吸収、分子輸送に大きな役

割を担っているとされつつも詳細な機構に

ついては、未だ未解明な部分が多い。本研究

ではリンパ管新生とそれに関わる重要な成

長因子である VEGF-C, -D の発現についてヒ

ト腹膜組織、ヒト PD 排液、ヒト培養腹膜中

皮細胞を用いて検討する。さらに 2種類の動

物腹膜傷害モデル(グルコン酸クロルヘキシ

ジン（CG）モデル、メチルグリオキサール

（MGO）モデル)を用い、腹膜傷害においてリ

ンパ管新生が普遍的現象であるかどうかに

ついての検討を行い、リンパ管新生のメカニ

ズムと除水機能不全との関連を検討し、新規

治療ターゲットとなるかをみる。 

３．研究の方法 

(1) ヒト PD 排液（n＝130）中の VEGF-C、-D、

TGF-蛋白濃度を ELISA 法にて評価し、腹膜

透過性の指標である D/P Cr との関連を検討

した。またヒト腹膜組織（n＝75）中の VEGF-C, 

-D、リンパ管マーカーである LYVE-1、

podoplanin、VEGFR-3 mRNA 発現を real-time 

PCR 法、免疫組織化学法を用いて検討した。 

(2) ヒト中皮細胞株（Met-5A）、ヒト PD排液

由来腹膜中皮細胞（HPMC, n＝29）を用い

TGF-によるVEGF-Cの発現調節をELISA法、

real-time PCR 法で検討した。また TGF-受

容体阻害剤（LY364947）を用いて抑制試験を

施行した。 

(3) 8 週齢ラットに 0.04%CG を隔日に腹腔内

投与し腹膜障害モデルを作成。Day16 にて腹

膜組織を採取し成長因子である TGF-、

VEGF-C の発現とリンパ管マーカーである

LYVE-1、podoplanin の発現を免疫組織化学、

real-time PCR 法を用いて評価した。また

LY364947を腹腔内投与してTGF-シグナルを

抑制し、リンパ管新生に与える変化を検討し

た。さらに COX-2 阻害剤であるセレコキシブ

を経口投与してリンパ管新生を抑制し、腹腔

に FITC ラベルされた高分子デキストランを

投与することで腹膜における新生リンパ管

の吸収機能を評価し、その変化を検討した。 

(4) MGOモデル、Day22日において横隔膜・腹

膜組織を採取し、それらの新生リンパ管、

VEGF-C, -Dの発現を上述の方法で検討した。 

(5) マウス MGOモデルに対してアデノウィル

スベクター s-VEGFR3-Ig(血中の VEGF-C/-D

を Trap し受容体 VEGF-R-3 への結合を阻害す

る)の投与によるリンパ管新生の抑制を行っ

た。またコントロールベクターとしてアデノ

ウィルスベクターLacZ の投与を行った。横隔

膜・腹膜を採取し病理組織における新生リン

パ管、炎症細胞、線維芽細胞の発現を評価し

た。またこれらマウスに対して腹膜機能検査

(従来法)を行い、除水機能などの腹膜機能の

変化を検討した。さらに新たなリンパ管機能



評価方法の探索を目的として、イコデキスト

リンを用いた腹膜機能試験も行い同様の検

討を行った。 

(6) 線維化に伴うリンパ管新生の意義を検

討するために遺伝子改変動物を作成する。

Collagen type I 1 をプロモーター(Dr. 

Jeremy S. Duffield ワシントン大学より供

与)下で線維化に伴いVEGF-Cが過剰発現する

トランスジェニック(Tg)マウスを作製する。

本マウスにおいて線維化とともにリンパ管

新生が進むかを検討した。 

４．研究成果 

ヒト検体からの結果：ヒト PD 排液中の

VEGF-C 濃度は D/P Cr と相関を認め、排液中

TGF-1 濃度とも相関を認めた。UFF および腹

膜炎のヒト腹膜組織において VEGF-C、LYVE-1、

podoplanin mRNA の発現亢進を認め、これら

は腹膜肥厚と相関を認めた。腹膜炎のヒト腹

膜組織において VEGF-C は中皮細胞、マクロ

ファージに発現していた。 

培養細胞からの結果：培養ヒト中皮細胞株

（Met-5A）においてTGF-1刺激によりVEGF-C

の発現が増強された。TGF-刺激による

VEGF-C誘導はTGF-受容体阻害剤（LY364947）

により濃度依存的に抑制された。またヒト PD

排液由来腹膜中皮細胞（HPMC）においても

TGF-1 刺激により VEGF-C の発現が増強し、

その増加の程度は腹膜透過性の指標である

D/P Cr と相関を認め、PD 治療期間とは相関

を認めなかった。 

モデル動物からの結果：CGモデルにおいて

壁側腹膜、横隔膜ともに LYVE-1 染色陽性の

リンパ管は増加し、特に横隔膜で強い発現増

加を認めた。またCGモデルにおいてTGF-1、

VEGF-C、LYVE-1、VEGF-C の受容体である

VEGFR-3 mRNA 発現の増加を認めた。ヒト腹膜

組織と同様に CG モデル横隔膜においても

VEGF-C は中皮細胞、マクロファージに発現し

ていた。CG モデルに TGF-受容体阻害剤

（LY364947）を腹腔内投与したところ、線維

化の指標である type3 collagen、SMA の発

現低下とともに VEGF-C、LYVE-1 の発現が抑

制された。さらに新生リンパ管の吸収機能を

検討するために腹腔に FITC ラベルされた高

分子デキストランを投与し、FITC-デキスト

ランの横隔膜リンパ管内の発現と血中濃度

を評価した。CG モデルに COX-2 阻害剤（セレ

コキシブ）を経口投与することで新生リンパ

管の発現は低下し、FITC-デキストランの横

隔膜での発現と血中濃度が抑制された。 

 MGO モデル 組織免疫染色を行ったとこ

ろ、横隔膜において LYVE-1 陽性リンパ管の

増生を認めた。一方壁側腹膜には明らかなリ

ンパ管新生は認めなかった。横隔膜と壁側腹

膜の双方において VEGF- D の発現亢進を認め

たが、VEGF-C は横隔膜では有意な上昇を認め

ず、壁側腹膜でのみ上昇を認めた。MGO モデ

ル に 対 し 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー

sVEGFR3-Ig を用いたリンパ管新生の抑制実

験を行ったところDay22においてリンパ管新

生の抑制を認めた。またそのリンパ管新生抑

制効果は、腹腔内の炎症細胞浸潤が改善した

Day50 においても持続していることを確認し

た。これらのマウスに対し腹膜平衡機能試験

(PET)を実施し、排液量を計測して除水機能

の変化につき検討した。その結果、従来法で

あるグルコース PET では Day22、Day50 の双

方において、アデノウィルスベクター

sVEGFR3-Ig 投与群、アデノウィルスベクター

LacZ 群の間に有意な除水機能変化を認めな

かった。Day50 で、新規法であるイコデキス

トリン PET においては、Day22、Day50 のどち

らにおいてもアデノウィルスベクター

sVEGFR3-Ig 投与群はアデノウィルスベクタ

ーLacZ 群に比べ、有意な除水機能の改善を認

めた(それぞれ P<0.05, P<0.01)。腹膜透過性

を示すパラメータ（D/P クレアチニン、D/D0

グルコース）、血管新生、線維化や炎症細胞

浸潤において sVEGFR3-Ig による有意な影響

は認められなかった。 



VEGF-C Tg マウス：Collagen type I 1 を

プロモーター下で線維化に伴い VEGF-C が過

剰発現する 2種類の発現段階（高、中等度コ

ピー数をもつ）の VEGF-C Tg マウスを得た。

本マウスにおいて腹膜擦過モデルを用いて

線維化とともにリンパ管新生が進むことを

確認した。今後、慢性腎障害モデルで意義を

確認する。 

我々は今回の研究により、CG モデル、MGO モ

デルともにおいて横隔膜主体のリンパ管新

生が認められることから、腹膜傷害時のリン

パ管新生が普遍的現象であることが明らか

となった。CGモデル実験からリンパ管新生に

は TGF-－VEGF-C pathway を介する点、リン

パ管抑制によって除水量の改善が期待でき

ることを見出し、PD の除水不全に対する新規

治療標的となることを明らかにした (J Am 

Soc Nephrol 24: 1627-42, 2013 で報告)。ま

た、MGO モデルにおけるリンパ管新生では、

主に VEGF-D が重要な役割を果たしているこ

とを明らかにした (投稿中)。 
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