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研究成果の概要：腹膜透析(PD)を長期・安全に施行のため、慢性的腹膜障害と致死的合併症で

ある被包性腹膜硬化症(EPS)の治療・予防は、重要な課題の一つである。一方、真菌性腹膜炎は

重篤になり、EPS に陥るという報告もある。その機序は不明な点が多く、適切な実験モデルが

存在しない。今回、我々は、物理的擦過モデルに真菌菌体成分の Zymosan を PD 液と投与し、高

度かつ慢性的に持続する腹膜炎モデルを得て、捕体活性化の関与の重要性と抗捕体治療の可能

性について示した。 
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１．研究開始当初の背景 

(1)血液浄化療法の一方法である腹膜透析(P

D)は、血液透析（HD）に比べて、残腎機能の

保持、心血管に関わる合併症の発症の遅延、

医療経済の改善等に利点があるとされる。ま

た、最近の慢性腎臓病（Chronic Kidney Dis

ease）研究から今後も高齢者の透析導入が増

加する可能性があり、この対策にもPD療法は

適応がある。一方、PD療法の長期施行を考え

るとき、致死的合併症である被包性腹膜硬化

症(EPS)の機序の解明、治療および予防法の開

発が重要である。なぜなら、その機序は不明

な部分が多く、根本的治療は習熟をつんだ手

術療法に限られ、この場合にも再発がしばし

ば起こり、現在も確立した予防法は無い為で

ある。この既存の動物モデルとして、国内外

でクロルヘキシジン実験モデルが広く使用さ

れているが、化学的刺激で発症させるモデル

で臨床とかけ離れており、また、モデルの安

定性にも問題が残る。このため、機序の解明、

治療法・予防法の開発のために新たな動物モ

デルの作成は重要である。 
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(2) 補体系はinnate immunityの重要な部分

を担っている。また、補体活性化は炎症に深

く関わっている。EPS発症・進展の要因の一つ

に、反復する炎症の存在が考えられ、これに

補体活性化の関与も予想される。我々が作成

した、腹膜擦過により誘導した線維化を伴う

急性炎症を作成・解析した。これは、腹膜の

損傷に伴う腹膜炎変化を観察するのに適して

いると考えられる。このモデルに、酸性腹膜

透析液と真菌菌体成分のZymosan(Zy)を腹腔

内に投与することにより、腹膜に著しい肉芽

腫性変化と肥厚を急性的誘導が示唆された。 

(3)PD腹膜炎の中で真菌性腹膜炎は、臨床で

最もコントロールがむずかしく、抜去後も腹

膜硬化症・EPSに進展する可能性があるとさ

れる。Zyは補体活性化能力があるとされ、こ

の点において、腹膜の炎症過程における補体

活性化経路の関与を証明することや、その結

果から真菌暴露時の補体活性化の制御がそ

の後の腹膜機能低下や硬化を抑制する治療

法につながる可能性があるかどうか、補体を

ターゲットにした新たな抗補体治療による

腹膜障害の治療および予防の可能性につい

て、上記動物モデルの作成、培養細胞、ヒト

腹膜組織、腹膜透析排液を調べることにより、

検討する。 

２．研究の目的 

(1)真菌性腹膜炎解析のためのモデルの一つ

として物理的腹膜損傷に、酸性腹膜透析液とZ

yを加えることより誘導される腹膜炎モデル

（Zy/scrapeモデル）について、腹膜炎・腹膜

肥厚の進展と補体活性化との関係を、補体沈

着と膜補体制御因子の分布の変化を観察した。 

(2)上記モデルについて、Zyを単回投与と連

日投与による影響を比較検討した。また、Zy

の投与期間を初期の5日に限定し、その後の

慢性的変化をday18, day36まで観察し、それ

ぞれ、腹膜組織上での補体の活性化を調べた。 

(3)上記モデルの初期炎症について、補体活

性化の関与を調べるため、コブラ蛇毒因子(C

VF)によりあらかじめ全身の補体を枯渇化し、

腹膜障害への影響を評価した。さらに、局所

での補体の影響をみるため、腹腔内にC3レベ

ルで補体の活性化を抑制する可溶型補体制

御蛋白、可溶型CR1(sCR1)とCrry-Ig(IgG-Fc 

portionとの融合蛋白)を腹腔内に投与し、腹

膜傷害を解析した。尚、sCR1はAVANT社から

供給されたもので、Crry-IgはUKの共同研究

者により作成され、供給された。 

(4)ZyとLPSで腹膜への反応性の違いを評価

する。 

(5)in vivoのみならず、in vitroでの反応を

見る目的で、腹膜中皮細胞のprimary cultur

eを作成する。 

３．研究の方法 

(1)名古屋大学動物実験取扱い規定に従い、

動物実験を行った。SDラット(~220g, femal

e)を麻酔下に開腹し、1分間機械的に擦過し、

その後Zy 5mg/animalを4.25%ダイアニールP

D2(PDF)に懸濁させ、またはPDFのみを、腹腔

内投与(ip)を行った。これを経時的にDay3, 

5, 18, 36で腹膜組織を得て、これを肉眼的

(Macro)、光学顕微鏡的(LM)、蛍光顕微鏡的(I

F)に評価した。LMによる評価項目は、腹膜の

肥厚、線維化、および炎症細胞の集積（LCA

陽性細胞、ED1陽性細胞）、IFによる評価項

目は、補体の活性化産物として、C3bとC5b-9

の沈着、炎症の激しさとしてfibrinogenの沈

着について、評価した。 

(2)Zyの単回（1回のみ）投与と複数回（5回）

投与の影響を、LM、IFで比較した。 

(3)手術前日とDay2に、血中の補体を枯渇す

るのに十分量のCVFを静脈内投与(iv)した。5

日目にLM, およびIFで評価した。 

(4)sCR1を手術日より連日ip投与、また、Crr

y-Igを0日目と3日目にip投与行い、5日目にL

M、およびIFで評価した。 

(5)Zyに特有の反応であるかどうかを検討す



 

 

るため、Zyの代わりに、菌体成分であるS.Ty

phimuliumとE.coli由来のLPSを用いて、腹膜

障害に対する影響を調べた。 

(6)in vitro試験のためにratとPD患者の中

皮細胞のprimary cultureの作成を行った。 

４．研究成果 

(1)Zyを加えた群(Zy+)では、図1の如く、加

えなかった群(Zy-)に加えてmacroでも明ら

かに腹膜の肥厚や毛細血管の新生や集積が 

 

 

 

 

認められた。Z-ではDay18, 36では一旦軽度

肥厚した腹膜もかなり回復していたが、Zy+

では、Day18,36でも高度の腹膜の肥厚が認め

られた(図2)。炎症細胞の集積についても、Z

y-ではDay18,36ではほとんど認めなくなる

一方で、Zy+ではDay18,36でも高度の炎症細

胞の集積が認められた。C3b, C5b-9, fibrin

ogenの腹膜への沈着についてもZy+について、

より長期に、より高度に認められた。また、

腹膜上の膜補体制御因子の発現も、Zy-群で

はDay5に既に回復に向かっていたのに対し、

Zy+群では回復の遅延が認められた。  

 

 

 

 

 

 

(2)Zy+について、複数回投与の群の腹膜は、

単回投与にくらべてDay5の腹膜炎症は明ら

かに高度であった。 

(3)Zy+による高度の腹膜炎症は、CVFによる

全身の補体活性化の抑制、sCR1やCrry-Igに

よる局所での補体活性化の抑制によって、有

意に抑えられた(図3)。このとき、炎症細胞

の集積と補体の沈着も抑制された。Crry-Ig

は半減期がsCR1より長いため、少ないip投与

回数で同程度の腹膜炎症の抑制効果が得ら

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4)Zyと、2種類のLPS(S.TyphimuliumとE.col

i由来)の投与を比較検討したところ、補体活

性化を伴い、Zyの反応が有意に強く、腹膜炎

の中でも真菌が特に問題であることの可能

性のひとつを示した。 

(5)上記、実験動物モデルは、EPS 発症への病

態の解析、予防・治療について抗補体療法開

発に役立つと思われ、当モデルは特許出願

(特開 2008-278830)を現在行っている。また、

論文にまとめて投稿中である。 

(6)さらに解析を進めため、腹膜上皮細胞の
primary culture の作成とライブラリを作成
した。今後、十分な検体数が揃ったところで
解析に移る予定である。 
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