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研究成果の概要（和文）：CAPD療法において腹膜は生体不適合性の透析液に曝露され，中皮細胞

の露出から最終的には組織線維症に至り，限外濾過の不全が引き起される。中皮細胞形質変換 

(Epithelial-to-Mesenchymal Transition : EMT) は線維化初期過程において重要な役割を果た

し，この腹膜線維化にはWntシグナル活性化が関与する。Klotho蛋白はWntシグナル活性化を抑制

し，中皮細胞形質変換，線維化を抑制し腹膜の保護作用を示す。 

研究成果の概要（英文）：The one of obstacles to successful long-term PD is peritoneal 

fibrosis in peritoneal membrane after exposure to non-physiologic dialysis solutions. 

Studies have demonstrated that peritoneal mesothelial cells undergo 

epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) after expose to injury. EMT is the important 

role of the initial peritoneal fibrosis. The induction of EMT is associated with 

activation of Wnt-dependent beta-catenin signaling and the secreted klotho protein can 

regulate Wnt signaling. Overexpression of Klotho protein protects the peritoneal membrane 

through attenuation of Wnt-signaling. 
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１．研究開始当初の背景 
 腹膜中皮細胞の線維化は，腹膜機能低下

の規定因子である。中皮細胞の線維形質性

形質への形質変換 (EMT) は，腹膜線維化
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EMT には Wnt シグナル活性化が関与して

いる。抗老化蛋白である klotho は Wnt 活
性抑制作用を有することから，「Klotho 蛋

白は腹膜線維化過程において，Wnt-signal
系抑制により EMT を抑制し，線維化抑制

に働き腹膜保護作用を発揮する」との仮説

をたてた。 
２．研究の目的 
(1) 腹膜線維化過程における，Wnt シグナ

ルの関与の有無を検討する。 
(2) Klotho 蛋白発現量増加による，腹膜線

維化への影響を検討する。 
３．研究の方法 

(1) Wnt シ グ ナ ル 制 御 下 に β

-galactosidase 遺伝子を発現する reporter 
mice を使用し，腹膜を剥皮することで腹膜

線維化モデル（PF 群）を作成し，Sham 
operation（SHAM 群）を対照群として 1，
2 週間後の変化を検討した。 
(2) Human elongation factor-1a プロモー

ターを用い klotho 蛋白を全身性に過剰発

現させた Transgenic mice（KlothoTG）と，

比較に Wild type（WT）を使用し、腹膜を

剥皮することで腹膜線維化モデル（PF 群）

を作成し，Sham operation（SHAM 群）

を対照群として，2 週間後の変化を検討し

た。 
４．研究成果 

(1)-① 腹膜線維化モデルにおける腹膜組

織変化の評価 
 Masson 染色で，SHAM 群では一層に存

在する腹膜中皮が，PF 群では腹膜剥皮に

より 1 週間後，2 週間後で段階的に線維化

を形成している(図１)。 
 
 
 
図１：SHAM 群に比較して PF 群では Masson 染

色で線維化過程の進行が確認される。 

 
(1)-② 腹膜中皮組織における線維化マー

カーの継時的変化の評価 
 リアルタイム PCR で，profibrotic なマ

ーカーであるαSMA，FN1 の mRNA レベ

ルを確認した。PF 群では，腹膜剥皮後 1
週間後に発現が増大していた。さらに，Wnt
シグナル関連マーカーである，cmyc，
WISP1 の mRNA レベルも確認した。PF
群では、腹膜剥皮後 1 週間後に発現が増大

していた(図２)。 
 
 
 
 
 
 
図２：PF 群において作成 1 週間後に profibrotic

なマーカーであるαSMA，FN1，myc，WISP1の mRNA

レベルの上昇を確認した。 

(1)- ③  腹 膜 中 皮 組 織 に お け る β

-galactosidase 活性の評価 
 Wnt シ グ ナ ル 制 御 下 に あ る β

-galactosidase 活性を X-GAL 染色で確認

した。PF 群では，1 週間後の再生腹膜中皮

で染色を認めており，Wnt シグナル活性化

が示唆された（図 3）。 

 
図３：PF 群でβ-galactosidase 活性を確認され，

Wntシグナル活性化が示唆された。 



 

 

 

(1)-④ 腹膜中皮組織における Wnt シグナ

ル関連蛋白の評価 
 Wnt 関連蛋白であるαSMA を免疫染色

で確認した。PF 群では，1 週間後の染色性

の増大を認めていた。さらに，Wnt シグナ

ルの重要な構成因子であるβcatenin の蛋

白量を WB で確認した。1 週間後に増加を

認めていた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
図４：Wnt シグナルの重要な構成因子であるβ

catenin の蛋白量を WB で確認した。 

 

(2)-① Klotho 蛋白発現量増加による腹膜

組織変化の影響の評価 
 Massin 染色で，SHAM 群では一層に存

在する腹膜中皮が，WT PF 群では腹膜剥

皮により 2 週間後で線維化を形成している。

Klotho TG PF 群では腹膜剥皮による腹膜

線維化が抑制されていた。 
(2)-② Klotho 蛋白発現量増加による Wnt
関連蛋白への影響の評価 
 Wnt 関連蛋白であるαSMA を免疫染色

で確認した。WT PF 群では，1 週間後の染

色性の増大を認めていた。Kltho TG PF 群

では，染色性の増大は抑制されていた（図

５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５Wnt 関連蛋白であるαSMA を免疫染色で確

認し，WT PF 群では増大を認め Kltho TG PF 群

では，染色性の増大は抑制された。 
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