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研究成果の概要（和文）：腹膜透析では腹膜透析液中に含まれる高糖濃度が腹膜障害を引き起こすため、長期にわたっ
て治療を継続することが困難である。我々は培養腹膜中皮細胞において高糖濃度が細胞接着分子のインテグリンを阻害
することにより、中皮細胞の創傷治癒を阻害することを報告した。さらに、ラット腹膜透析モデルにおいてインテグリ
ン活性化ペプチドPHSRNの腹腔内投与により腹膜中皮細胞の再生を改善させることも報告した。その機序としてPHSRNは
α5β1インテグリンを刺激しFAK-p130Casを含む細胞内伝達経路を介した細胞遊走能を増強することで創傷治癒（腹膜
中皮再生、肉芽組織吸収）が亢進すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Long-term peritoneal dialysis (PD) is associated with the development of 
functional and structural alterations of the peritoneal membrane, and is eventually limited by reduced 
efficacy. We have shown that high glucose concentrations inhibit FAK-mediated migration of mesothelial 
cells, and that dialysates containing high glucose concentrations cause peritoneal damage by inhibiting 
wound healing of the mesothelial cell monolayer. We also showed that an integrin-activating peptide, 
PHSRN, ameliorates inhibitory effects of conventional peritoneal dialysis fluids on peritoneal wound 
healing. We elucidated that PHSRN recoveres glucose-induced inhibition of cell motility and 
phosphorylation of focal adhesion kinase and its downstream p130Cas.

研究分野： 腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 

(1) 慢性糸球体腎炎に加え近年の糖尿病性腎
症の増加による慢性腎不全患者数の増加のた
め、我が国では毎年約 3万人以上にも及ぶ新
規の透析導入があり、約 30 万人が維持透析療
法を受けている。透析療法には血液透析と腹
膜透析があり、特に在宅医療である腹膜透析
は QOL が高く心血管系への負担も少ないなど
様々な利点がある。しかし、腹膜透析の長期
継続は腹膜線維化や腹膜中皮細胞脱落、血管
新生といった組織学的変化をもたらすため
(Williams JD. J Am Soc Nephrol 13: 470, 
2002)、腹膜透析普及の障害となっている。こ
の腹膜組織の異常なリモデリングは限外濾過
不全などの腹膜機能低下につながり、腹膜透
析の継続を断念する原因となる。本研究では
腹膜の組織学的変化につながる要因を軽減す
る方法を開発し、より長期間の腹膜透析継続
を可能とすることを目標とするため、腎不全
医療において重要な意義があると考える。 
(2) 腹膜透析患者における腹膜組織の劣化の
原因として、腹膜炎などの急性腹膜障害の既
往や透析液に含まれる非生理的物質への慢性
暴露などが挙げられる。我々は腹膜中皮細胞
を用いて透析液に含まれる高濃度のブドウ糖
がインテグリンを介した創傷治癒過程を阻害
することを報告した(Tamura M. Kidney Int. 
63: 722, 2003)。最近、インテグリン活性化
ペプチドである PHSRN は糖尿病モデルラット
において皮膚の創傷治癒を促進することや、
ラット角膜上皮細胞の遊走を促進し角膜潰瘍
の治癒過程を促進することが報告された
(Livant DL. J Clin Invest 105: 1537, 2000, 
Kimura K. Invest Ophthalmol Vis Sci 48: 
1110, 2007)。また、インテグリンシグナル伝
達経路を抑制する PTEN は FAK や PI3K に対し
て抑制作用を持ち、FAK/PI3K/Akt 経路を阻害
することで創傷治癒、接着、アポトーシス等
を制御することも我々は報告してきた
（Tamura M. Science. 280: 1614, 1998、Gu J, 
Tamura M. J Cell Biol. 143: 1375, 1998、
Tamura M. Cancer Res. 59: 442, 1999、
Podsypanina K, Tamura M. Proc Natl Acad Sci 
USA. 96: 1563, 1999、Tamura M. J Biol Chem. 
274: 20693, 1999、Gu J, Tamura M. J Cell Biol. 
146: 389, 1999、Tamura M. J Natl Cancer Inst. 
91: 1820, 1999）。 
 さらに、我々はインテグリンによる細胞内
情報伝達系の活性化が PDGF などの成長因子
による細胞内情報伝達系とも密接にクロスト
ークし相乗的に働くことも報告してきた
（Tamura K, Tamura M. J Cardiovasc Pharm. 
38: S59, 2001、Tamura K, Tamura M. Life Sci. 
72: 1049, 2003、Kanegae K, Tamura M. Nephrol 
Dial Transplant. 20: 2080, 2005）。これら

のことは腹膜障害でみられる細胞外基質の異
常なリモデリングは、インテグリンとの相互
作用により様々な細胞生物学的な変化を引き
起こしていることを示唆している。我々はイ
ンテグリン活性化ペプチド PHSRN により腹膜
障害を抑制することを報告したが(Miyamoto 
T, Tamura M. Nephrol Dial Transplant, 
25:1109-1119, 2010)、臨床応用に向けてこの
機序をさらに検討する必要がある。しかしな
がら、PHSRN ペプチドが実際に腹膜透析時の
腹膜に与える影響はこれまで報告されていな
い。我々が作成したマウス腹膜透析モデルに
おいて、PHSRN ペプチドがどのような影響を
与え実際に腹膜障害の進展を抑制するのかを
検討することは、腹膜障害の治療に当たり重
要な意義があるものと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 腹膜透析では腹膜透析液中に含まれる高
糖濃度が腹膜障害を引き起こすため、長期に
わたって治療を継続することが困難である。
我々は培養腹膜中皮細胞において高糖濃度
が細胞接着分子のインテグリンを阻害する
ことにより、中皮細胞の創傷治癒を阻害する
ことを報告した(Tamura M. Kidney Int, 
63:722, 2003)。さらに、ラット腹膜透析モ
デルにおいてインテグリン活性化ペプチド
PHSRN の腹腔内投与により腹膜中皮細胞の再
生を改善させることも報告した(Miyamoto T, 
Tamura M. Nephrol Dial Transplant, 25:1109, 
2010)。今回の研究は、PHSRN ペプチドの臨床
応用に向け、PHSRN ペプチドの腹膜障害抑制
機序の解明や副作用の確認、最適な投与方法
の検討などを行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
腹膜剥離処理を施しラット壁側腹膜に腹膜障
害を惹起し四群（1:バッファー群、2:3.86%
ブドウ糖酸性透析液群、3:透析液＋PHSRN群、
4:透析液+HSPNR 群）にわけ各液 20ml を連日
腹腔内注入した。1、3、6、9、12 日後に壁側
腹膜を採取し障害部位の経時的組織変化をHE
染色、免疫組織化学法（HBME-1,ED-1,CD31, α
SMA）、蛍光免疫組織化学法（α5インテグリ
ン、サイトケラチン）で検討した。ラット腹
膜中皮細胞（RPMC）及びラット線維芽細胞
(NRK)を使用して PHSRN が細胞遊走、細胞増殖、
ヒアルロン酸分泌に与える影響をそれぞれ
Wound healing assay 法、Cell proliferation 
assay 法、ELISA 法で検討した。さらに、イン
テグリンを介した細胞遊走、接着において中
心的な役割を果たす Focal adhesion 
kinase(FAK)のリン酸化をWestern blot法で、
FAK を介した細胞内伝達経路の下流に存在す
るp130Cas蛋白のリン酸化を免疫沈降法で検討
した。 
 



４．研究成果 
(1) 腹膜創傷モデルの作成：剥離処置により
腹膜中皮細胞層が消失し、一定の創傷作成が
可能であることを確認した。 
(2) 腹膜中皮細胞への影響：剥離 6日後にお
いて HBME-1 陽性腹膜中皮細胞の再生は透析
液群（53.3%±6.5%）ではバッファー群(53.3
±6.5%)と比較し遅延していたが PHSRN 含有
透析液群（51.7%±9.6%）では遅延効果が有
意に軽減した。 
(3) 腹膜中皮下層への影響：9 日後も同様の
結果が得られた。中皮下組織では 6日後に透
析液群と比較しバッファー群では単位面積
当たりの細胞数及び ED-1 陽性マクロファー
ジ数が増加していたが 12 日後には中皮下組
織の肥厚度、細胞数、ED-１陽性、CD31 陽性
血管数、αSMA 陽性細胞数が有意に減少して
おり透析液群における創傷治癒過程の遅延
が観察された。 
(4) PHSRN ペプチドの効果：PHSRN 群では中
皮下組織においても透析液群と比較し創傷
治癒の改善が示唆された。 
(5) 培養ラット腹膜中皮細胞(RPMC)とラッ
ト線維芽細胞(NRK)での検討：RPMC 及び NRK
においてPHSRNは2.5%ブドウ糖による腹膜中
皮細胞の遊走能阻害作用を軽減した。 
(6) 細胞接着関連分子への影響：PHSRN は
2.5%ブドウ糖による FAK、p130Cas蛋白のリン
酸化抑制を有意に軽減した。一方、PHSRN は
RPMC の増殖及びヒアルロン酸分泌には影響
を与えなかった。コントロールペプチドであ
るHSPNR群は上記すべての実験において透析
液群または 2.5%ブドウ糖群と有意差を認め
なかった。 
(7) まとめ：インテグリン活性化ペプチド
PHSRN が従来型腹膜透析液による腹膜創傷治
癒遅延を軽減することにより腹膜障害後の
腹膜組織再生に有効であることが本研究に
より初めて示された。PHSRN はα5β1インテ
グリンを刺激し FAK-p130Cas を含む細胞内伝
達経路を介した細胞遊走能を増強すること
で創傷治癒（腹膜中皮再生、肉芽組織吸収）
が亢進すると考えられた。研究の限界は
PHSRN 投与の長期効果及び腹膜機能の検討を
行っていない点と考えられる。本研究の結果
は腹膜障害後の創傷治癒に焦点を当てるこ
とによる腹膜劣化の新たな予防戦略の開発
につながる可能性を示唆する。 
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