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研究成果の概要（和文）：長期腹膜透析（PD）により、PD患者の中皮細胞の膜補体制御因子が影響を受けている
ことを明らかにした。また、PD関連腹膜炎排液中の補体活性化産物による、原因菌の予想や腹膜炎（その後の腹
膜傷害を含む）の予後予測ためバイオマーカーへの応用について検討し、感染性腹膜炎患者のPD排液中sC5b-9濃
度測定が役立つ可能性を示した。また、真菌感染後の被嚢性腹膜硬化症（EPS）発症機序解明のために、新たな
実験動物モデルを開発し、C5aをターゲットとした抗補体療法の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Peritoneal injury is an important factor to prevent long-term peritoneal 
dialysis (PD), possibly following a progression of encapsulating peritoneal sclerosis (EPS) which 
has poor prognosis. To clarify the complement (C)-related mechanisms of development of peritoneal 
injuries, we have approached as an aspect of the C activation system. In the present study, we 
showed changes of membrane C regulators (CReg)’ expression in peritoneal mesothelium. A C 
activation product, we showed that sC5b-9, was useful as a surrogate maker to predict prognosis of 
PD-related peritonitis because peritonitis is another reason of PD withdrawal. We also developed a 
new peritonitis animal model to investigate mechanisms of EPS.

研究分野： 内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
宿主において、補体は活性化することで自

己防衛のために重要な役割を果たしている。
その一方で、過剰な補体活性化は宿主自体を
攻撃することがあり、この調節のために補体
制御蛋白(CReg)が存在する(図１)。これまで、
補体の関与により、腹膜の CReg 障害が腹膜
の炎症を惹起すること(Nephrol Dial 
Transplant 2011)、腹膜炎により腹膜障害が
増悪すること（Am J Physiol Renal Physiol 
2012)、そして腹膜透析(PD)による腹膜組織
障害と CReg 発現異常の関与の可能性を示し
た（国際学会）。これらから、腹膜でも、多
臓器同様に CReg は、宿主の恒常性維持に重
要な役割を担っていると考えられる。 
この補

体の制御
系が、長
期 PD を
妨げる腹
膜障害と
さらに被
嚢性腹膜
硬化症
(EPS)に
至る過程に関与していると思われたが、詳細
の機序については不明な点が多い。PD 関連
腹膜障害の主因として腹膜炎が考えられる。
特に真菌性腹膜炎は一回の感染で重篤な PD
の合併症である披嚢性腹膜硬化症(EPS)の一
因となり得ることが報告されている。腹膜擦
過刺激下に真菌成分である zymosan 投与し
壁側腹膜に高度の腹膜障害を誘導し、この組
織の炎症発症・進展への補体系の関与を示し
た(J Immunol. 2009)。現時点で真菌性腹膜炎
が他の微生物感染と異なり予後不良となる
かは不明な点も多く、真菌特有の EPS 発症
に進展する過程を明らかにし、今後の真菌性
腹膜炎の診断・治療・予後を改善につなげて
いくことは意義があり、この観点から補体活
性・制御系の研究の中から新たな可能性が見
出せると考える(図 2)。更に、これまで EPS
の本質である臓側（腸管側）腹膜への影響に
ついての検討も未開拓で、検討すべき目標と
なる。 

また、ESP 発症は two-hit theory で説明さ
れていて、PD 治療に関わる背景因子による
1st Hit として腹膜に影響を与え、更に 2nd 

Hit のイベントのステップが加わることで
EPS が発症・進展するというものであるが、
腹膜炎はこの中でも重要な位置を占める(図
3)。我々は、1st hit で CReg が影響受け、2nd 
hit に関連して過剰な補体活性化が、腹膜障
害・EPS への発症にも関わってくると考え、
詳細に検討している。以上を調べる過程で、
腹膜障害に他臓器同様に補体関与を明らか
にし、新たな治療方法としての抗補体療法の
可能性を追求していくこと(文献 2-3)、EPS
に至る可能性のある真菌感染に着目するこ
とで、EPS やその背景となる腹膜障害の抑制
のための新たな可能性を提案できるのでは
ないか、と考える。 

２．研究の目的 
(1) 現在使用されている PD 液と腹膜傷害の
関連につき、PD 施行歴に伴う CReg の変化を
明らかにするために、PD 治療の時間経過に伴
う PD患者のヒト中皮に発現する CReg の変化
を明らかにする。このために、ヒト PD 排液
由来のヒト中皮初代培養細胞を用いて、PD 液
の構成成分が補体活性系と制御機構に与え
る影響（特に CRegs の発現と機能障害）を明
らかにする。 
 
(2) 腹膜炎動物モデルを用いて、EPS への進
展機序を補体活性系の面より解析する。炎症
初期の補体制御の有効性について先の研究
で明らかにしたが、さらに抗補体療法による
慢性炎症や EPS 抑制の可能性ついて調べる。
このために、既存の腹壁腹膜で作成した腹膜
傷害モデルに加えて、ヒトの ESP の主体とな
る臓側腹膜をターゲットとするモデルの開
発を行う。また、腹膜傷害進展に対して C5a
をターゲットとした抗補体薬の可能性を調
べる。 
 
(3) ヒト PD 排液を用いて、その中の補体活
性化産物を経時的に測定し、PD 関連腹膜炎の
予後判定に寄与するbiomarkerの可能性につ
いて調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) PD 患者の中皮細胞の膜補体制御因子
CD55 の発現の変化 
既に確立した方法により、PD 患者のヒト

PD 排液より、中皮細胞の初代培養細胞(human 
primary mesothelial cell: HPMC)を作成用



いて、同一患者の膜補体制御因子 CD55 の発
現の変化について、同一患者の 1～2 年間の
時間経過を追って調べた。 
CD55 蛋白発現を調べるために、蛍光工大砲

を用いて行った。また、CD55 の mRNA レベル
の変化についても検討した。 
また、得られた結果をそれぞれの患者背景

と比較検討した。 
 
(2) 真菌感染に関連した、EPS 様の臓側腹膜
傷害を伴うラット腹膜障害モデルの作成と
C5a 拮抗ペプチドによる抑制実験 
これまでに物理的腹膜の擦過後に真菌由

来 Zymosan を投与することで、壁側腹膜に高
度の肥厚とその後も慢性的に進行する腹膜
傷害を来たすモデルを報告（Mizuno M, et al. 
J Immunol. 2009）しているが、擦過処置は
壁側腹膜に限定して安定して行うことが可
能で、PD で問題になる EPS で重要な臓側腹膜
変化を追うことは難しかった。このため、臓
側腹膜に安定して 1st hit の物理的擦過の代
わりになり、かつ PD 液の腹腔内貯留で起こ
りえる代表的刺激物質 GDP の一つである
methylglyoxal (MGO)の前処置を行った。1日
後に Zymosan の投与を 5日間連続で行い、肉
眼的所見および腹膜病理所見を時間経過で
追って評価した。病理所見には、光学顕微鏡
下で HE染色や MT染色により腹膜組織傷やフ
ィブリン沈着の評価を、免疫組織化学の手法
で害浸潤細胞の評価(LCA 陽性細胞、ED-1 陽
性細胞)、フィブリノーゲン/フィブリンの沈
着、C3b や C5b-9 の沈着の評価を行った。 
また、本モデルを用いて、壁側および臓側

腹膜傷害進展へのC5aの関わりを調べるため
にC5a拮抗ペプチド(AcPepA)を投与開始後に
Zymosan の投与を行った。さらに、Zymosan
を先に投与開始することにより、AcPepA に治
療効果が期待できるかどうかも検討を行っ
た。 
 
(3) PD 関連腹膜炎の予後因子についての排
液中の補体成分の ELISA 測定 
104エピソードのPD関連腹膜炎について検

討した。PD 関連腹膜炎は Day5 に改善の見込
みがつかない症例について PD カテーテル抜
去が推奨されるが、実際には判断に悩む症例
がある。このため、腹膜炎腹膜炎時の Day1, 
Day2, Day 5 の 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、PD 継続の予後との関係を検討し
た得られた C3、C4、sC5b-9 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。 
 
(4) PD 導入時の PD 排液中の好酸球増多とそ
の誘導因子の検討 
PD 導入時に多いと言われている PD 排液中

の好酸球増多について調べるため、名大病院
に通院中の 48 例の PD 患者について Day1, 
Day2, Day4 の o/n の PD 排液中の好酸球につ

いてスメアを引いて数えた。また、好酸球相
他の原因を調べるため、同一の PD 排液上清
中の C3a, C5a, sC5b-9, IL-6 等を ELISA 法
で測定し患者背景と合わせて評価した。 
 
(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。また、動物実験は、名古屋大学の動
物実験規定に従い、委員会の許可の下で行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト中皮細胞の膜補体制御因子 CD55 の
発現の変化
について 
1 年間お

よび 2 年間
のPD継続前
後で、同じ
PD患者のPD
排液から得
られた HPMC
を 用 い て
CD55 の発現
の 変 化 を
FACS で評価
したところ、徐々に増加していくことを明ら
かにした（図 4）。また、CD55 の mRNA 発現も
同様に増加した。一方で、HPMC 上の CD55 発
現の多い PD 患者では PD 排液中の sC5b-9 濃
度減少が観察された。今回の研究ではD/P Cre
との相関を認めなかったが、これは時間経過
と共にHPMC上のCD55の発現が増えてsC5b-9
が抑制されていたことから補体活性化によ
る腹膜透過性亢進が進展しなかったためと
考えられた。我々は、non CKD 患者の腹膜か
ら得られた中皮細胞の primary culture の
CD55 の発現と比べて平均して PD患者の HPMC
の CD55 発現は低下していた（雑誌論文-26 参
照）ことを示した。この結果より、尿毒症で
は CD55 の発現は低下するが、PD 液に曝露す
ることにより補体が易活性状態となること
を防いでいる可能性が推察された。 
 
(2) 真菌感染に関連した、EPS 様の臓側腹膜
傷害を伴うラット腹膜障害モデルを確立 
これまでに物理的腹膜の擦過後に真菌由

来 Zymosan を投与することで、壁側腹膜に高
度の肥厚とその後も慢性的に進行する腹膜
傷害を来たすモデルを報告（Mizuno M, et al. 
J Immunol. 2009）しているが、EPS で重要と
なる臓側腹膜変化を追うことは出来なかっ
た。今回、物理的擦過を methylglyoxal (MGO)
の前処
置に置
き換え
ること
により、
臓側に
フィブ



リン主体ではあるが腸管の被嚢性変化を伴
うラットモデルの作成と組織評価の確立を
行った。また、本モデルを用いて、臓側腹膜
傷害進展に C5a が関与していること、および
臓側腹膜傷害の進展抑制にC5a拮抗ペプチド
(AcPepA)の有用性を示した（図 5）。 
 
(3) PD排液中のsC5b-9濃度は PD関連腹膜炎
の予後の一助になる可能性について 
 PD関
連腹膜
炎につ
いて予
後不良
の患者
につい
て、PD
排液中
の
sC5b-9
濃度測
定、お
よび蛋白補正後の PD排液 sC5b-9 濃度の測定
は、有意に高値であった。特に culture 
negative腹膜炎についてday5でPD継続をど
うするかの判断に役立つ可能性が示唆され
た(図 6, 雑誌論文-4 参照)。全体の n数が少
なく、個々の細菌の評価が困難であったため、
今後も検体を収集していく。 
 
(4) PD 導入時の PD 排液中の好酸球増多の誘
導と補体活性系の関与について 
特に Day1 および Day2 では 1/3の患者で腹

膜排液中の好酸球増多を認めた。また、PD 排
液中の補体活性化産物との比較では、Day1 と
Day2 で PD排液中の好酸球数と PD排液中 C3a
と相関したが、C5a や sC5b-9 とは相関を認め
なかった。本研究結果より、PD 導入患者の好
酸球増多は一過性であれ多くの患者に認め
られることがわかった。また、C3a の産生が
関わっていることが示唆された（現在、投稿
中）。 
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