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研究成果の概要（和文）：本研究は腎不全治療で用いられるPD液が生体に適しているかどうかを評価する手法の一つの
開発です。細胞シートを生体外で積層化することで、3層から成る疑似腹膜組織の作製に成功しました。また、疑似腹
膜組織は、単層では見られなかった血管の内腔構造が観察されました。一方、疑似腹膜組織の溶質透過係数は、単層組
織に比べて、分子量4000では1/26.5、分子量10000では1/4.5、分子量70000では1/1.9となり、組織化することで溶質が
通過しにくくなっていることが示され、生体に近い結果となりました。
生体外で疑似腹膜組織を作成し、その評価法の開発に成功しました。

研究成果の概要（英文）：This study is one of the development of techniques to assess whether PD liquid 
used in renal failure treatment is suitable for the living body. By stacking the cell sheet in vitro, it 
was successful in the production of pseudo-peritoneal tissue composed of three layers. Further, the 
pseudo-peritoneal tissue lumen structure of a single layer was observed vessels were observed. On the 
other hand, the solute permeability coefficient of the pseudo-peritoneal tissue, compared to a 
single-layer structure, 1 / 26.5 in molecular weight of 4000, 1 / 4.5 in molecular weight of 10,000, 1 / 
1.9 in molecular weight of 70000, the solute is less likely to pass by organizing It becomes and it is 
shown that, became a result close to a living body.
To create a pseudo-peritoneal tissue in vitro, it has succeeded in the development of the evaluation 
method.

研究分野： Tissue engineering
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１．研究開始当初の背景 
腹膜透析（PD）は、残腎機能が維持されや

すく血液透析（HD）に比べて PD 液だけであ
るので低コストであり、QOL の高い腎不全治
療法であるが本邦の PD 患者は腎不全患者全
体 304592 人の 3.2%にしかすぎない。世界的
には、8.4%が PD 患者であり、メキシコや香
港の半数以上が PD である。長期 PD 患者の腹
膜は、生体不適合な PD 液に随時さらされる
ため、腹膜劣化に起因する線維化や腹膜硬化
症などの重度な病態に陥り、腹膜機能の低下
すなわち溶質透過亢進と除水不全が生じる。
この溶質透過亢進には、血管内肥細胞層、基
底膜層、間質層、中皮細胞層が関与し、それ
らの傷害により生ずる（図 1A）。このため、
PD はある程度の期間（5 年）を目安に中止
し、HD に移行する。一方、腹膜平衡試験と
呼ばれる検査方法は、腹腔内に指定された透
析液を決められた量入れて、腹膜の溶質透過
能と除水能を測定する方法がある。この方法
は患者が4時間も測定で拘束されることや年
1 回の評価のため腹膜の状態の把握がとらえ
にくい。また腹膜の状態に対する in vitro
での検査方法はなく、基礎研究においても小
動物を用いた評価になってしまう。 

腹膜の傷害に対する研究は国内外で盛ん
に行なわれている。主な原因は、PD 液に含ま
れるグルコースやグルコース分解産物によ
り、PD 患者排液あるいは大網から採取した中
皮 細 胞が線 維 芽細胞 に 形質転 換 す る
(epithelial-to-mesenchymal transition 
(EMT)) こ と と 報 告 さ れ （ N. Engl. J 
Med.348,403-413, 2003）、EMT の研究が盛ん
に行なわれている。また、透析液が腹腔内で
撹拌することが刺激になり、in vitroでラッ
ト腹膜組織の傷害になることが報告された
（B.B.R.C., 416, 391-396, 2011）。一方、
in vitroで細胞を用いた研究として、ヒト中
皮細胞や正常ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）
をトランスウェル上に播種して過酸化水素
傷害を与え、細胞間接着の指標として膜間抵
抗が傷害により低下することや蛍光色素デ
キストランにより透過係数の低下が示され
た（P.D.I., 29, 217-226, 2009）。他方、
細胞の組織化において、細胞シート工学が
東京女子医科大学の岡野により提唱され、
細胞のみの組織が温度感受性培養皿（37℃
で細胞が付着し、20℃で細胞が剥離する）
を用いて作製されている。 

本研究では以下の 2 つのアプローチに着
目した。生体腹膜を疑似した in vitro での腹
膜機能（透過）を評価できる腹膜モデル（中
皮層、間質層、血管内皮層）を作製する必要
がある。通常、数種の細胞を混ぜた状態、あ
るいは一層接着した上に細胞を播種しても
細胞毎で分かれた層を形成することはでき
ない。そこで 1 つ目は、in vitro で中皮層、
間質層、血管内皮層の 3 層を別々に形成する
技術として、細胞間接着を壊すこと無くほぼ
無侵襲に細胞が剥離できる細胞シートであ

る。さらに 2つ目として、別々に作製した細
胞シートを生体に模倣して重ねる積層化技
術である。 

 
２．研究の目的 

本研究では、in vitro で腹膜組織を構築
するために、中皮層に中皮細胞シート、間質
層に線維芽細胞シート、血管内皮層に内皮細
胞シートを作製し、積層化させることで工学
的な 3次元腹膜組織を作製し、PD 液傷害に対
する評価系を確立し、PD 患者の腹膜機能の指
標や新規 PD 劣化治療法開発への応用を目指
す。具体的には、1. 腹膜モデルを作成する。
（ヒト中皮細胞シート（中皮細胞層）、ヒト
線維芽細胞シート（間質層）、HUVEC シート（血
管内皮層）を作製し、積層化させる）（in 
vitro）2. PD 液中に存在する腹膜傷害因子に
よる傷害と in vitro 腹膜機能評価法を確立
する。 

 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
 ヒト中皮細胞株（Met）は M199+10% FBS 培
地、正常ヒト皮膚線維芽細胞（Normal Human 
Dermal Fibroblasts：NHDF）は FGM-2 (Ronza)
培地、ヒト臍帯静脈内皮細胞（ Human 
Umbilical Vein Endothelial Cells：HUVEC）
は EGM-2 (Ronza)培地にて培養を行なった。 
(2) 細胞傷害評価 
 96wellにMet、NHDF、HUVECを4.0×105、
4.0×105、1.0×106 cells/mL で 2.0 mL 播種
し 24 時間培養した。その後、酸性腹膜透析
液から検出された傷害因子の一つであるグ
ルコース分解産物の一種、メチルグリオキサ
ール（MGO）を 0〜3mM で添加し、MTT ア
ッセイにて、ミトコンドリア活性を評価した。 
(3) 細胞シート作成 

35mm 温度感受性培養皿(Cell sheeds)に
Met、NHDF、HUVEC の細胞懸濁液をそれぞれ
4.0×105、4.0×105、1.0×106 cells/mL で 2.0 
mL 播種し、37 ªC、5%CO2インキュベータで培
養した。播種後、24 時間でコンフルエントを
確認した。播種から 3 日目に、20ºC、5%CO2

インキュベータ に移して、自発的に細胞が
培養皿から剥がれることで細胞シートを作
成した。 
(4) 積層化細胞シートの作成 

ゼラチンを用いて、積層化シートを作成し
た。まず、8%ゼラチンを 37ºC に加温し、ス
タンプ作成用具に注ぎ、4ªC にて固化させ、
ゼラチンスタンプを作成した。次に、温度感
受性培養皿に播種したコンフルエントの細
胞にゼラチンスタンプを載せて約90gの重り
をのせ、20ºC、5%CO2インキュベータ で 1 時
間静置することで、細胞は培養皿から剥がれ
てゼラチン側に転写された。中皮細胞、線維
芽細胞、血管内皮細胞の順にスタンプして、
積層化細胞シートを作成した。 
(5) 溶質透過試験 

トランスウェル（コーニング）に Met、NHDF、



HUVEC の細胞懸濁液を Transwell （Costar, 
MA）の Apical 側にそれぞれ 4.0×105 、
4.0×105、1.0×106 cells/mL で 0.5 mL 播種
し、Basal 側に培養培地を 1.5 mL 加え 24 時
間培養し 1層の細胞層を構築した。FITC デキ
ストラン（4、10、70  kDa）を 25 μg/mL で
Apical 側に 0.5 mL 添加し、溶質透過試験を
行った。（Fig.1）溶質透過の経時変化を比較
するため、経時的に Apical 側から Basal 側へ
移動したデキストランの量を、吸光度計で測
定した。また、積層化した 3層の細胞シート
をスタンプにてトランスウェル上に移動さ
せ、3 層の疑似腹膜層を構築し、同様の溶質
透過実験を行なった。単層と 3 層それぞれの
溶質拡散透過係数 k [m/s]を 1 式より算出した。 

ln [(Ca(t)-Cb(t))/Ca(0)] = -4kA/3V・t  ... (1) 
k:溶質透過係数[m/s], V:体積[m3], A:膜面積
[m2], t:時間[s], C:分子量マーカの濃度[kg/m3] 
a:apical, b:basal, 0:初期値 
 
４．研究成果 
(1) 細胞傷害 
MTT 活性は、傷害無し（0uM）に比べて、MGO 
0.5uM、1uM で Met は 58%、58%、NHDF は 40%、
95%、HUVEC は 0%、62%低下した（Fig.1）。 

Fig.1 中皮細胞、線維化細胞、血管内皮細胞
における MGO 傷害 
 
(2) 溶質透過 

単層の溶質透過係数の結果を Fig.2 に示
した。現行の腹膜透析液中に含まれる MGO 濃
度は 0.11μM以下である。 

Fig.2 単層の溶質透過係数の比較。a)FITC
デキストラン 4kD 、b)10kD、c)70kD 

今回の実験では約10、 30倍の濃度を用いた。
MGO 傷害により溶質の透過性は亢進した。デ
キストラン分子量の増大に伴い、透過係数は
減少した。コントロール（0μM）で比較する
と、4kDa では NHDF > HUVEC > Met-5A、10kD
では NHDF > HUVEC > Met-5A、70kD では NHDF 
> Met-5A > HUVEC と NHDF の溶質透過が高か
った。次に、単層と 3層の溶質透過係数を比
較した結果を Fig.3 に示した。4kD は単層の
1/26.5、10kD は 1/4.5、4kD は 1/1.9 に低下
した。単層よりも積層化することで組織が構
築され、単層の横だけの接続だけでなく、上
下の接続も構築されたことで溶質透過係数
が積層化で低下した。 

Fig.3 3 層の溶質透過係数と単層の比較。
a)FITC デキストラン 4kD 、b)10kD、c)70kD 
 
(3) 積層化シートの構造 

積層化シートの断面HEをFig.4に示した。
中皮細胞（Fig.4a）と血管内皮細胞（Fig.4c）
ではシート作成時に生じる細胞の収縮によ
り細胞が 2から 3層になっている部分が確認
された。しかし、線維芽細胞（Fg,4b）では
単層にちかい状態であった。また、単層では
観察できなかった管腔構造が、積層化では、
積層化 1時間で観察された。積層化すること
で、上下の接着、ならびに他の細胞からの刺
激が生じることで、管腔構造の構築が早期に
達成されたと考えた。 

 

Fig.4 細胞シートの HE 観察。(a)中皮細胞
シート(b)線維芽細胞シート(c)血管内皮細
胞シート(d) 中皮細胞-線維芽細胞-血管内
皮細胞の 3層の積層化シート 



 
(4) まとめ 

異なる細胞から成る 3 層の積層化細胞シ
ートの構築に成功した。また、腹膜透析時に
おける腹膜の透過性を in vitro にて再現す
ることにも成功し、溶質透過拡散係数を算出
することで腹膜機能を in vitro で評価でき
る系の作成に成功した。この評価ツールを用
いて、現存している腹膜透析液の比較評価を
行うことで、より生体に優しい腹膜透析液の
開発に貢献できれば、腹膜透析がさらに長期
に使用可能な治療となり、腎不全患者の QOL
向上に役立つ。 
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