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研究成果の概要（和文）： 
正常腹膜で、ラットに膜補体制御因子(CRegs)機能抑制によりその重要性を示し、腹膜

透析(PD)液が正常腹膜において、PD 液の低 pH と高浸透圧により易補体活状態になるこ
とを証明した。また、致死率の高い被嚢性腹膜硬化症（EPS）発症に至る過程に、腹膜炎の状
況で、補体制御異常が像悪因子となるかどうかを、ラット真菌障害モデルの CRegs 機能抑制
により、腹膜に与える影響を調べた。結果、腹膜傷害の増悪、および EPS 初期の一反応
と考えられる腹膜表層にフィブリン層の形成を観察し、補体異常活性化が増悪因子となる
可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We showed that membrane complement (C) regulators (CRegs) played key roles in 
normal rat peritoneum and that low pH and high osmotic pressure as elements of 
peritoneal dialysis (PD) fluid increased peritoneal injuries under functional blocking of 
CRegs. We also showed that CRegs’ impairments might accelerate peritoneal injuries 
to encapsulating peritoneal sclerosis in the zymosan induced peritonitis model in rats. 
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１．研究開始当初の背景 
腹膜透析(PD)の長期継続を妨げる理由の

一つに被嚢性腹膜硬化症が(EPS)ある。その
発症機序については、血管新生、リンパ管新
生、線維化等の因子について研究されている
が未だに不明な点が多い。また、EPS 発症の
ために、背景として腹膜炎や PD 液暴露など

で腹膜を刺激する 1st ヒットに、さらにこれ
に何らかの誘導因子が加わり EPS に至ると
いう 2ヒット理論が唱えられている。しかし、
その詳細は未だに不明である。 
補体活性系は、炎症の関与する様々な病態

に関わっている。しかし、補体活性化の制御
系について種々の臓器で検討されているが、
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腹膜についての報告は無い。このため、正常
腹膜における膜補体制御因子の役割を検討
することは意義あることと考える。また、
我々は、以前、ラットに真菌成分である
Zymosan を用いた高度の腹膜炎の誘導に成
功した。また、同時にこの腹膜炎発症に、補
体活性化が関与していることを示した。この
結果は、補体活性化が EPS の背景となる 1st
ヒットとなり得ることを示唆した。しかし、
補体活性系の制御異常が加わることで、何が
2nd ヒットとしての腹膜の変化が生じさせる
かの検証はされていない。さらに、腹膜透析
液が、補体活性化制御について腹膜表面を覆
う中皮細胞に与える影響について十分な検
討が行われてこなかった。 
 本研究では、実験動物を用いて、正常腹膜
で CRegs は如何に機能しているか、補体制御
異常が 2ndヒットとなり得るか、PD 患者の受
ける影響のうち、PD 液の重要な構成要素で
ある pH と浸透圧が腹膜表層を覆う CRegs
にどのように影響するのか、を明らかにする。
さらに、PD 患者の残腎保持に有利だと言わ
れている点について、補体学的に調べる。 
 
２．研究の目的 
１）正常腹膜における CRegs の機能的役割を
ラットで検討し、PD 液の構成成分のうち、
pH と浸透圧により、ラット腹膜中皮の
primary culture が CRegs 発現の障害を受け
るかどうかを調べる。 
２）真菌性腹膜炎モデルを用いて、1st hit と
して腹膜傷害が生じている状況下で、さらに
補体制御に異常が生じると、2nd hit として
EPS 発症に関与する可能性の有無について
調べる。 
３）PD 患者の排液から中皮細胞の primary 
culture を行い、PD 液が与える影響について、
補体・膜補体制御因子の面から調べる。 
４）PD 患者において、PD 施行が残腎機能保
護に関与する可能性について、PD 導入前と
導入後の尿中補体活性化物質を測定して検
討する。 
 
３．研究の方法 

１）正常ラットの腹腔内に CRegs(Crry, 
CD55, CD59)の中和抗体(mAb 5I2, mAb 

RDIII-7, mAb 6D1)を、コントロールバッファ
(PBS)または各種 PD液(ダイアニール®N1.5%, 
1.5%, 4.25%)と共に投与し腹膜の病理変化を
調べて、in vivo での影響を検討した。さらに、
in vitro 実験のため、ラット腹膜より primary 
culture を得る。このラット中皮細胞の primary 
culture を、低 pH と高浸透圧下で培養して
CRegs の発現と補体活性化への影響を調べた。 
２）腹膜擦過後に Zymosan 5mg を 5 日間投与
して生じる高度のラット腹膜炎モデル（1st 
hit）に、day 4 で CRegs の中和抗体(RDIII-7, 

6D1)を腹腔内に投与 24 時間後に、補体異常
活性化が 2nd hit として腹膜に病理学的変化を
起こすかを調べた。さらにこのモデルに cobra 
venom factor を急速静脈注射することにより
急激に補体を活性化させた時に炎症が増悪
するかどうかについても検証した。 
３）PD 排液より、ヒト中皮細胞 primary culture
を確立し、個々の PD 患者における CRegs で
ある CD46、CD55、CD59 のヒト中皮細胞上
の発現について FACS を用いて調べた。 
４）残腎機能と比較するため、PD 導入前後
で、尿中の pH や蛋白などと、尿中 sC5b-9 に
ついて ELISA で測定し、その蛋白補正を行っ
たデータで、残腎機能の臨床的推移と比較検
討した。 
 
４．研究成果 
１）正常腹膜における CRegs の役割を調べる
ため、ラット腹腔内に CRegs 機能の中和抗体
抗 Crry、抗 CD55、または抗 CD59 を単独、
もしくは２つを組み合わせて腹腔内投与し
たところ、Crry と CD59 の組み合わせの機能
抑制により急性腹膜炎が誘導された（図 1）。
これより、腹膜における CRegs の存在が、他
臓器同様に重要であること、さらに酸性 PD
液および高浸透圧 PD 液下で、この腹膜傷害
の増悪を認めた。これより、CRegs は補体系
の異常活性化を調節するために重要な役割
を果たすこと、および酸性と高浸透圧 PD 液
が補体依存性腹膜傷害を増悪させることを
示した。 
 
２）Zymosan 誘導のラット真菌性腹膜炎モデ
ルに CRegs(Crry, CD59)中和抗体を投与する
と、腹膜への補体成分の沈着、炎症細胞の浸
潤と腹膜の肥厚が進む。また、腹膜表層に EPS
の初期像の様にフィブリン層が形成される



 

 

ことを確認した（図 2D）。 
３）PD 患者の PD 排液より、中皮細胞の
primary culture を安定して得る系を確立した。
また、ラットの中皮細胞と同様に、ヒト中皮
細胞上にも CRegs(CD46, CD55, CD59)が多く
発現していることを FACSで確認した（図 3）。
今後、個々の PD 患者において、CRegs の発
現の変化を調べていく予定である。 
４）限定した PD 患者数（n=5）であるが、PD
導入後、尿中 pH の上昇を確認した。このと
き、尿中の補体活性化産物（sC5b-9）濃度が
減少した。今後、期間と nを増やし、追試験
を行い、さらに詳細を評価検討していく予定
である。 
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