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研究成果の概要（和文）： 

 腹膜線維化の過程で増加するpleiotrophin (PTN)の機能を検討した。PTNノックアウトマウス

は、炎症細胞浸潤・炎症性サイトカインの低下とともに、腹膜透過性の亢進が軽減していた。ヒ

ト腹膜透析排液中にPTNが含有されること、腹膜炎においてPTNが増加することを示した。腹膜透

析排液中のNgal濃度に関する検討を行い、細菌性腹膜炎ではNgal濃度が10倍以上、被嚢性腹膜硬

化症を発症した症例の腹水では100倍に増加する結果を得た。腹膜透析排液Ngalスコアは腹膜透

析を100ヶ月以上受けている症例で高値を示した。 
 

研究成果の概要（英文）： 

 We used PTN knockout mice to evaluate the role of pleiotrophin (PTN) in peritoneal 

fibrosis, and measured the concentration of PTN in the peritoneal effluents from peritoneal 

dialysis patients. We also measured the concentration of Ngal in peritoneal effluents. 

1. Role PTN in peritoneal fibrosis using PTN knockout mice 

 PTN mRNA in the peritoneum of peritoneal fibrosis mice was gradually increased. PTN 

knockout mice with peritoneal fibrosis model reduced inflammatory cell migration and 

cytokines and peritoneal permeability compared with control mice 

2. Measurement of PTN in peritoneal effluents and PTN mRNA in peritoneal tissues. 

 We could detect PTN in peritoneal effluents and showed increase of PTN in effluents from 

patients with peritonitis.  

3. Measurement of Ngal in peritoneal effluents 

 Ngal concentration in peritoneal effluents from patients with bacterial peritonitis was 10 

times higher than that from control patients. Ngal score (adjusted by internal control) was 

high in patients receiving PD more than 100 months. 
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１．研究開始当初の背景 

長期間の腹膜透析により、腹膜線維化が進

行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。これまで、TGF-や

VEGF などが腹膜線維症・硬化症発症に関与

する可能性が想定されているが、病態進展に

おける有意義なマーカーとしての意義や上

記分子に拮抗する治療法については不明な

点も多い。本研究は研究代表者が新規に腹膜

における発現を同定した pleiotrophin (PTN)と、

分 化 と 炎 症 に 関 連 す る Neutrophil 

gelatinase-associated lipocalin (Ngal)を中心に

腹膜障害における新規バイオマーカーとし

ての意義とその分子機序解明を目的とした

ものである。腹膜線維症の進展により腹膜硬

化症、被嚢性腹膜硬化症(EPS)が発症する可能

性が増加し、EPS 例では重篤な転帰をたどる

症例も報告されている。そのリスク因子とし

て、繰り返す腹膜炎、中皮細胞の脱落や細胞

面積の増加、炎症性・線維化誘導性・血管新

生因子の増加、T リンパ球の浸潤などが報告

されているが、不明な点も多い（Margetts et al. 

Perit Dial Int 2003; Kawaguchi et al.Perit Dial 

Int 2005; Yanez-Mo et al. N Eng J Med 2003）。  

研究代表者は、長期腹膜透析による腹膜障

害の新規バイオマーカーの候補として、薬剤

による腹膜線維症モデルマウスで増加する

遺 伝 子 に 着 目 し た 。 Chlorhexidine 

gluconate(CG)を用いて腹膜線維症モデルマウ

スを作製し、腹膜における遺伝子発現の変化

を Affymetrix 430 2.0 microarray を用いて、網

羅的に解析した。培養マウス腹膜中皮細胞で

発現を認め、PBS 投与マウスに比して CG 投

与マウスで 4 倍以上にシグナル強度が増加も

しくは減少した遺伝子群を同定した。増加す

る遺伝子群の一つとして18kDaの分泌蛋白で

ある pleiotrophin (PTN)を同定した。PTN は

細胞増殖作用を持ち、神経系の発生に重要な

因子である。PTN mRNA は腹膜を含む腹壁で

day21 において 22 倍に発現亢進を認め、

Western blot にても PTN 発現は 2 倍に亢進し

ていた。 

マウス培養腹膜中皮細胞には、PTN の受容

体である receptor protein tyrosine phosphatase 

が発現しており、PTN 刺激により細胞増

殖亢進および遊走が認められた。 

さらに、研究代表者は分担研究者の森とと

もに、急性腎障害マーカーである尿中 Ngal

に着目し、マウスおよび少数例のヒトにおい

て、尿中 Ngal が糖尿病性腎症の進行と共に増

加し、アンジオテンシン受容体拮抗薬(ARB)

の投与により減少することを明らかにして

き た (Kasahara, Mori et al. Nephrol Dial 

Transplant 2009；Kuwabara, Mori, Kasahara et al. 

Kidney Int 2009)。Ngal は腎において IL-1と

lipopolysaccharide (LPS)により強く誘導され

（Cowland et al. J Immunol 2006）、さらには細

菌性腹膜炎において鋭敏なマーカーである

ことが報告され（Leung et al. J Clin Immunol 

2009）、炎症に関与することが示されている。 

 

２．研究の目的 

(1) PTN KO マウスを用いた腹膜線維症にお

ける PTN の意義の検討 

PTN の腹膜透析における意義を検討する。

そのために PTN KO マウスを用いて線維化・

遺伝子発現および peritoneal equilibration test 

(PET)を含む腹膜機能についての検討を行う。 

(2）腹膜透析患者における腹膜透析排液中の

PTN、Ngal の検討 

PTN と Ngal が腹膜障害のマーカーや治療標

的となりうる因子かについての検討を行う



ため、腹膜透析排液中の PTN と Ngal 濃度を

測定する。 

本研究において、PTN と Ngal の腹膜線維

症の意義を in vivo, in vitro の両面の解析から

明らかにすることを目的としている。 

 

３．研究の方法 

(1) PTN KO マウスを用いた腹膜線維症の解

析 

腹膜線維症モデルマウスで誘導される PTN

の意義を検討するために、PTN ノックアウト

（KO）マウスに CG 投与をおこなった。PTN 

KO マウスの表現型はほぼ正常で、神経系に

おいて大脳の cortical layer の肥厚を認めるの

みである(Muramatsu et al. Gene to Cells 2006)。

腹膜組織中の IL-1, TNF-、TGF-β, CTGF, 

COL1A1, fibronectin, COL4A1m発現を

real-time RT-PCR 法で解析した。また F4/80, 

CD3, Ki-67, Collagen4 の免疫染色を行った。

さらに腹膜平衡機能テストを行い、腹膜透過

性を評価した。 

(2) ヒト腹膜透析排液および腹膜生検組織

を用いた PTN 発現の検討 

 腹膜透析排液中の PTN 濃度測定は

ProteinTech 社の rabbit anti-PTN 抗体を用いて

Western blot 法により検討した。腹膜透析導入

のチューブ挿入時ならびに終了時のチュー

ブ抜去時に腹膜生検を行う。腹膜生検組織は

それぞれ RNA、蛋白、免疫組織化学用標本に

分け、mRNA 発現は taqman RT-PCR を用いて

解析する。 

(3) 腹膜透析患者の透析排液中 Ngal の検討 

 腹膜透析液中に含まれる Ngal 濃度を

BioPorto社のELISAキットを用いて測定した。

腹膜透析液中 Ngal 濃度から算出される Ngal 

score を検討した。 

 

４．研究成果 

(1) PTN KO マウスを用いた腹膜線維症の検

討 

CG により腹膜線維症を惹起すると、PTN 

mRNA および蛋白発現は経時的に増加を認

め、3週および 4週で同程度の増加を認めた。

免疫組織化学法により腹膜線維症マウスで

は腹膜中皮細胞、中皮下線維組織の線維芽細

胞様の細胞および内皮細胞に認められた。 

次に PTN KO マウスに CG 投与をおこなっ

た。CG 投与 PTN KO マウスと CG 投与野生

型(WT)マウスの腹膜中皮下線維組織厚は同

程度であった。mRNA 発現を検討したところ

CG 投与 WT マウスは、CG 非投与 WT マウス

に比して、炎症性サイトカインである IL-1, 

TNF-の発現が亢進しているが、CG投与 PTN 

KO マウスでは、約 50%低下していた。CTGF、

COL1A1, fibronectin 発現も CG 投与 PTN KO

マウスでは、約 50％低下していたが、腹膜中

皮下組織の中心的な基質である COL4A1 発

現は低下していなかった。このことから、PTN

は特定の炎症および特定の細胞外基質産生

に関与することが示された。 

また、CG 投与 PTN KO マウスは CG 投与

WT マウスと比較して F4/80 陽性マクロファ

ージの細胞浸潤数は変化なかったが、CD3 陽

性 T 細胞浸潤数は低下していた。また細胞増

殖も抑制されていた。最後に腹膜平衡機能検

査を行ったところ、CG 投与 WT マウスで上

昇した腹膜透過性は PTN KOマウスではベー

サルレベルまで低下しており、PTN は腹膜透

過性亢進に関与する因子であることが示さ

れた。 

 

(2) ヒト腹膜透析排液および腹膜生検組織

を用いた PTN 発現の検討 

PD排液中のPTN濃度は、Western blot法にて

検出可能であり、細菌性腹膜炎症例において

明らかな上昇を認めた。また、腹膜透析の腹



膜カテーテル抜去時に腹膜生検を行い、免疫

組織化学法にて検討した。5年館の腹膜透析歴

のある患者の腹膜組織では、中皮細胞および

間質の細胞に陽性であった。 

 

(3) 腹膜透析患者の透析排液中Ngalの検討 

被嚢性腹膜硬化症の前駆病変としての腹

膜の炎症・線維化と Ngal の関係を明らかに

するために、腹膜透析排液の Ngal 濃度を測

定した。同一症例においても透析液の種類・

貯留時間などにより Ngal 値は大きく変動し

た。そこで補正法を考案した結果、同一症例

でほぼ一定の結果が得られるようになった。

排液中 Ngal 補正値は被嚢性腹膜硬化症の症

例で有意に高値であった。さらに細菌性腹膜

炎では発症時にさらに高値を示し、抗生物質

投与により経時的に濃度の低下を認めた。腹

膜炎症状を有さない腹膜透析患者群におい

て、排液中 Ngal 濃度自体は透析期間とは相

関を示さなかったが、Ngal 補正値は有意な

正の相関を示した。以上の結果より、排液中

Ngal は腹膜の慢性微小炎症を反映する可能

性、被嚢性腹膜硬化症の発症と何らかの相関

を示す可能性が示唆された。 
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