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研究成果の概要（和文）：microRNA (miRNA)は遺伝子の蛋白翻訳調節にかかわるRNAである。Chlorhexidine gluconate
 (CG)の服腔内投与により腹膜線維症マウスを作製し検討したところ、CTGFを標的とするmiR-26aとmiR-30cは増加し、V
EGFを標的とするmiR-93も増加した。ヒト培養中皮細胞MeT5AではPDGF-BBとAngiotensin IIによりmiR-26a, miR-30c発
現は増加した。薬剤誘導性CTGFコンディショナルノックアウトマウスではCGによる腹膜線維化が軽度であった。

研究成果の概要（英文）：microRNA regulates protein transcription of the targeted gene. We investigated 
the role of miRNA using peritoneal fibrosis mice induced by intraperitoneal injection of chlorhexidine 
gluconate (CG), and showed the increase of miR-26a and miR-30c both of which target CTGF and of miR-93 
targeting VEGF. Administration of PDGF-BB or Angiotensin II induced miR-26a and miR-30c expression in 
cultured mesothelial cell line MeT5A. We further demonstrated the amelioration of peritoneal fibrosis 
induced by CG in tamoxifen-inducible systemic CTGF conditional knockout mice.

研究分野：腎臓
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１．研究開始当初の背景 

 microRNA (miRNA)は遺伝子の蛋白翻訳

調節にかかわる RNA であるが、腹膜透析

における意義については報告が少ない。申

請者は腹膜線維症において pleiotrophin 

(PTN)が増加することを報告しており、今

回 PTNに対する miRNAの調節機構を検討

する。また、申請者は CTGFと線維化の関

連に興味を持ち、 Ctgf floxedマウスを用い

て腹膜線維症における CTGF に対する

miRNAの意義について検討する。本申請研

究は遺伝子改変マウス、培養中皮細胞、ヒ

ト腹膜生検組織、腹膜透析液排液における

PTNと CTGFに対する miRNAの発現・機

能的解析を中心に病態生理学的意義を明ら

かとし、長期腹膜透析合併症の機序解明や

有用なバイオマーカーの探索を目的とする。 

申請者は、腹膜線維症モデルマウス腹膜組

織において網羅的解析から pleiotrophin 

(PTN)発現が増加することを報告した。Ptn

ノックアウトマウスでは炎症反応の減少、

CD3陽性 T細胞の浸潤の低下、腹膜透過性

亢進の抑制などが認められることを示し、

PTN は機能的にも腹膜線維症に関与する

ことを示してきた。さらにはヒト腹膜や腹

膜透析排液中に検出されることを報告した

(Yokoi, Kasahara et al. Kidney Int 2012)。また

申請者は connective tissue growth factor 

(CTGF)が臓器線維化に関連する因子であ

ることを示してきた(Yokoi et al. J Am Soc 

Nephrol 2004, Yokoi, Kasahara et al. Kidney 

Int 2008)。CTGFは腹膜線維症・硬化症発症

にも関与する可能性が想定されているが 

(Mizutani et al. Am J Physiol Renal Physiol 

298:F721, 2010)、その発現調節などは不明

な点も多い。近年注目を集めている miRNA

は約 22 塩基の非翻訳 RNA であり、Dicer

などにより生成され、翻訳抑制や分解を介

してターゲット mRNAを抑制する。しかし

ながら、腹膜透析における miRNA の意義

はほとんど解明されていない。 

２．研究の目的 

本申請研究は腹膜線維症・硬化症進展に

おいて重要とされているPTNとCTGFを標

的とする miRNAの意義を検討することを

目的とした。また、Ctgfノックアウトマウ

スは新生児期に死亡するため、これまで成

体における解析が困難であったが、申請者

らが作製した Ctgf floxedマウスを用いるこ

とで、タモキシフェン誘導性に全身的に

CTGFを欠損させることが可能となり、こ

のマウスにおける腹膜線維化と miRNAの

変化を検討する。 

３．研究の方法 

（１）PTN および CTGF を標的とする

miRNA のマウス腹膜組織における発現と

機能解析 

10 週 齢 の C57BL/6J マ ウ ス に

0.1%chlorhexidine gluconate (CG)/15%エタ

ノール・85％PBSを 0.3ml週 3回 4週間投

与し、腹膜線維症マウスを作製する。コン

トロールとして 10 週齢の PBS 投与野生型

マウスを使用する。腹膜線維症モデルマウ

スの前腹壁組織より miRNA を抽出する。

miRNA を逆転写し、miR-26a, 30c, 590-3p

発現を real-time PCR法により定量する。Ptn 

KO マウスは腹膜線維症が軽減することは

すでに報告したが、miRNAを中心としてそ

の分子機序解明を行う。 

（２）培養中皮細胞における miRNA の発

現と作用の検討 

ヒト培養中皮細胞MeT5Aに TGF-β1 10 

ng/ml, Angiotensin II 10-6 M, PDGF-BB 50 

ng/mlとなるように添加し、その 24時間後

に細胞を回収し、miR-26a, 30c, 590-3p 

miRNA発現を定量する。次にmiRNA mimic, 

を培養中皮細胞に遺伝子導入し、標的遺伝

子発現変化をWestern blotにより検討する。 

（３）CTGF コンディショナルノックアウ

トマウスを用いた腹膜線維症における



CTGF の意義の解明と miRNA との関連性

の解析。 

申請者らは Ctgf floxedマウスをすでに作

製しており、RosaCreERT2 マウスとの交配

によりタモキシフェン投与により全身的に

CTGF を 80~90％欠損させることが可能で

ある。タモキシフェン投与は経口投与を行

う。この CTGFコンディショナルノックア

ウトマウスに、CG を投与し腹膜線維症に

及ぼす影響について検討する。 

４．研究成果 

（１）PTN および CTGF を標的とする

miRNA のマウス腹膜組織における発現と

機能解析 

 Chlorhexidine gluconate (CG)による腹膜

線維症の解析から CTGF を標的とする

miR-26a と miR-30c、VEGF を標的とする

miR-93、TGF-βを標的とする miR-744、PTN

を標的とする miR-590-3p に着目した。CG

投与 1,2,3,4週後の腹膜組織内の microRNA

を解析した。miR-26a は CG 投与 2 週後に

2.2倍に、miR-30cは投与 2週後に 1.5倍に

有意な増加を認め、CG投与 3,4週後も有意

な増加を示した。miR-93は CG投与 2週後

より発現増加を認め、投与 3,4 週後さらに

増加し、4週後は 5.0倍に増加した。一方、

miR-590とmiR-744は発現変化しなかった。 

（２）培養中皮細胞における miRNA の発

現と作用の検討 

 ヒト中皮細胞株 MeT5A に PDGF-BB 50 

ng/ml, Angiotensin II 10-6 M, TGF-β1 10 

ng/ml を添加し 24時間後の miRNA 発現を

解析した。miR-26a は PDGF-BB もしくは

Angiotensin II 刺激において、1.8 倍に増加

した。miR-30cは PDGF-BB刺激により 1.9

倍、Angiotensin II刺激により 2.4倍に発現

が亢進した。miR-93はいずれの刺激におい

ても上昇する傾向を認めるものの、有意な

上昇を認めなかった。miR-744は PDGF-BB、

Angiotensin IIおよび TGF-beta1刺激により

いずれも 1.6倍の発現上昇を認めた。 

（３）CTGF コンディショナルノックアウ

トマウスを用いた腹膜線維症における

CTGF の意義の解明と miRNA との関連性

の解析 

 タモキシフェン誘導性全身性Ctgfノック

アウトマウスを作製し、タモキシフェンを

経口投与したところ、Ctgf発現は 90%低下

した。この状況で、Chlorhexidine glluconate

を投与し、腹膜線維症を惹起したところ、

中皮下組織厚が減少し、CTGF が腹膜線維

症に関与する因子であることを示した。 
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