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研究成果の概要（和文）：腹膜劣化の機序解明を目的として、腹膜線維症マウスの腹膜で発現が上昇するMatrix
 metalloproteinase-10 (MMP-10)の役割を解析した。MMP-10ノックアウトマウス（MMP-10 KO）では腹膜線維化
が軽減し、炎症細胞浸潤が低下していた。MMP-10 KO では線維化マーカーに加え、炎症マーカーであるCcl2や
Emr1発現も低下した。腹膜平衡機能試験では、両群間で腹膜透過性に差を認めなかった。
MMP-10 KOから採取した腹膜中皮細胞をTNF-α刺激を行ったところ、野生型マウスに比べ、Ccl2のmRNA 発現が低
下しており、in vivoの結果と合致した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of peritoneal fibrosis caused by long-term 
peritoneal dialysis, we analyzed the role of matrix metalloproteinase-10 (MMP-10), which is 
upregulated in the peritoneum fibrosis. Intraperitoneal administration of chlorohexidine to MMP-10 
knockout mice reduced peritoneal fibrosis compared to wild-type mice. TGF-β and Col1a1 were 
decreased in chlorohexidine MMP-10 knockout mice. Ccl2 and Emr1 expression, which are involved in 
inflammation, were also decreased. To investigate the effect of MMP-10 on peritoneal permeability, 
we performed a peritoneal equilibrium test and found no difference in peritoneal permeability and 
water removal between wild-type and MMP-10 knockout mice treated with chlorohexidine.
Furthermore, peritoneal mesothelial cells harvested from MMP-10 knockout mice as a primary culture 
system were examined with TNF-α stimulation. Expression of Ccl2 and TNF-α mRNA was decreased 
compared to wild-type mice, consistent with the in vivo results.

研究分野： 腹膜透析
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腹膜透析の合併症である腹膜線維化進行機序解明を行った研究であり、透過性亢進に関与しないものの腹膜線維
化に関連する液性因子を同定した。社会的意義としては腹膜透析長期継続へのバイオマーカー、標的因子の候補
の一つである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

腹膜透析は重要な腎代替療法の一つであり、在宅医療としても注目されているが、長期間の腹

膜透析の継続にはいくつかの問題点がある。腹膜線維症は重要な合併症の一つであり、その後腹

膜硬化症へと進展し、除水低下や腹膜癒着を惹起し CAPD 継続困難となる症例も多い。長期間

の腹膜透析による腹膜機能の劣化と細胞外基質沈着を伴う炎症性腹膜肥厚が重要な病因となっ

ている。研究者は以前、マウス腹腔内にクロロヘキシジン（CG）投与し作製した腹膜線維症マ

ウスの腹膜において pleiotrophin (PTN)が増加することを報告した（Yokoi, Toda et al. Kidney 

Int 81:160, 2012)。PTN ノックアウトマウスによる解析から PTN は線維化には関与しないが、

炎症細胞の遊走、腹膜透過性亢進に関与することを報告した。線維化と腹膜透過性亢進のそれぞ

れの機序について興味を持ち、線維化に関連する因子である connective tissue growth factor 

(CTGF/CCN2)に着目し、薬剤誘導性全身性 CTGF/CCN2 ノックアウトマウスを使用して、CG

による腹膜線維症マウスを作製したところ、CTGF/CCN2 ノックアウトマウスでは腹膜の線維

化が軽減し、血管新生と腹膜透過性亢進が抑制されていることを報告した(Toda et al. Nephrol 

Dial Transplant 33:943, 2018)。これら２つの腹膜透析関連研究より、腹膜の線維化と血管新生

に興味を持ち、今回の研究を考案した。 

腹膜線維化進行過程において細胞外基質の産生と分解反応が同時に起こっており、研究者が

これまで CTGF/CCN2 の機能解析を行い産生系については詳細に解析を行ったが、生体におけ

る線維化形成の解析にはタンパク分解系の解析が不可欠と考えた。これまで Matrix 

metalloproteinase（MMP）の腹膜透析における意義として、主に MMP-2 と MMP-9 が解析さ

れてきた。MMP-2 は腹膜線維化モデルラットの腹膜で増加することや腹膜透析液排液中に認め

られること（Hirahara et al. Nephrol Dial Transplant 19:1732, 2004）や、ヒト腹膜透析排液

中の MMP-2 は腹膜透過性の指標である D/PCr とよく相関することが示されている（Hirahara 

et al. Nephrol Dial Transplant 22:560, 2007）。また MMP-9 ノックアウトマウスは TGF-β過

剰発現腹膜線維化マウスにおいて MMP-9 欠損は腹膜線維化が軽減することが報告されており、

MMP-9 の作用として、血管新生を促進し、腹膜傷害性に作用することが報告された（Padwal et 

al. Nephrol Dial Transplant 32:50, 2017）。MMP-2 と MMP-9 は代表的な MMP であるが、そ

の他の MMP においても腹膜線維症や血管新生に於いて重要な可能性があると想定した。その

ため、以前に行った CG 誘導腹膜線維化マウス腹膜組織の遺伝子発現網羅的解析より、MMP フ

ァミリーを抽出し発現変化を検討した。CG の代わりにリン酸バッファーを投与したコントロー

ル群の発現レベルを１として、CG 週３回投与３週後の腹膜においては MMP-10 の発現が最も

増加率が高かった。今回 MMP-10 に着目した。また、内皮細胞の MMP-10 誘導において、細胞

内分子として p38MAPK, ERK, JNK が関与する報告がある（de Lizarrondo et al. Arterioscler 

Thromb Vasc Biol 32:1477, 2012）。これらの背景より MMP-2、MMP-9 以外で腹膜線維化、血

管新生に関与する重要な MMP として MMP-10 は重要かという課題を明らかにすることとし

た。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は以下の 2 点である。 

１）腹膜線維症モデルマウスの腹膜において MMP-10 の意義を MMP-10 ノックアウトマウス

を用いて解析する。 

２）培養腹膜中皮細胞および線維芽細胞において MMP-10 発現の調節機序を解明する。 

 



３．研究の方法 

十二週齢の全身性 MMP-10 ノックアウトマウスに 0.1% CG/15% エタノール/85% PBS

（0.01ml/gBW）の週 3回腹腔内投与を 4週間行った。コントロールとしてリン酸緩衝食塩水 PBS

を投与した。投与 4週後のマウスの腹膜の線維化をマッソン・トリクローム染色で評価した。中

皮下線維組織内のαSMA と MAC2 の免疫組織化学を行った。腹膜組織の mRNA 発現として TGF-β、

CTGF、Fibronectin、Col1a1、Ccl2/Mcp1 と Emr1 発現を検討した。腹膜平衡機能検査は、CG投与

もしくは PBS 投与 2週後の MMP-10 KO マウスと野生型マウスに、4.25% グルコース液 3 mL を腹

腔内投与し、２時間後に回収して解析した。 

MMP-10 ノックアウトマウス及び野生型マウスの腹壁組織を回収し、トリプシン/EDTA 処理に

より腹膜中皮細胞を初代培養系として採取した。培養腹膜中飛細胞に TNF-α刺激(20 ng/mL)を

行い、2時間後に回収し Ccl2, TNF-α mRNA 発現を解析した。 

 

４．研究成果 

CG 投与 MMP-10 ノックアウトマウスの CG 投与野生型マウスに比して腹膜中皮下組織の線維化

が軽度であった。クロロヘキシジン投与野生型マウスの腹膜組織においては腹膜中皮細胞お

よび中皮下組織全体に MMP-10 発現が認められた。次に MMP-10 ノックアウトマウスに

同様にクロロヘキシジンを腹腔内投与すると野生型に比べてマッソン・トリクローム染色

で測定される腹膜中皮下組織厚が軽減した。免疫組織化学法で検討した結果、中皮下線維組

織内のαSMA とマクロファージ浸潤が低下していた。腹膜の TGF-β、CTGF、Fibronectin、

Col1a1 mRNA 発現はいずれもクロロヘキシジン MMP-10 ノックアウトマウスで低下して

いた。また、炎症に関わる Ccl2/Mcp1 と Emr1 mRNA 発現も低下していた。腹膜透過性亢

進に MMP-10 が及ぼす影響を検討するために、腹膜平衡機能試験を行ったところ、クロロ

ヘキシジン投与野生型、MMP-10 ノックアウトマウスで腹膜透過性・除水に差を認めず、

MMP-10 は腹膜透過性に関与しないことが示唆された。 

さらに MMP-10 ノックアウトマウスから腹膜中皮細胞を初代培養系として採取し、TNF-

α刺激２時間後の MMP10 KO マウス由来腹膜中皮細胞の mRNA 発現は、野生型マウス由

来腹膜中皮膚細胞に比べ、Ccl2、TNF-αの mRNA 発現が低下していた。 
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