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Real-time RT-PCR: real-time reverse transcription polymerase chain reaction 

RNA: ribonucleic acid 

ROS: reactive oxygen species 

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

TBS-T: tris-buffered saline with tween 20 

TGF-β: transforming growth factor beta 

TNF-α: tumor necrosis factor alfa 

VE-cadherin: vascular endothelial-cadherin 
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第 1章	 はじめに 

 

	 腹膜透析（Peritoneal Dialysis: PD）は自宅で実施可能でQOL維持に繋が

る有用な腎代替療法である。世界でおよそ200,000人の末期腎不全患者が

PD療法を受けており、全透析患者の約11%に相当する。本邦でも慢性透

析患者数は年々増加しており、2016年度に329,609人に到達した。しか

し、PD患者数は緩徐に減少しており、透析全人口に占める割合は2.7% 

(9021人)と低い(1)。特に本邦においてPDが普及しない理由はいくつか挙

げられる。繰り返す腹膜炎や体液管理不良は、PD離脱に繋がり、普及率

に影響を及ぼす(2)。PDの重篤な合併症である被嚢性腹膜硬化症

（Encapsulating Peritoneal Sclerosis: EPS）の存在も、PDの普及を妨げる大

きな要因の一つである(3)。 

PDの長期継続は、腹膜機能不全を伴う腹膜の線維化 (= 腹膜線維症; 

PF)をきたす(4, 5)。長期PD施行例は、稀ではあるが、腸管の被膜形成 

(abdominal cocoon)を形成し、EPSに進展しうる (図1)。EPSの致死率は25-

55%と非常に高いが、EPSに対する確立された有効な治療法は未だ存在し

ない。そのため、本邦ではEPSを回避するため、長期PD例あるいは腹膜炎

罹患後の例で腹膜劣化の進行が疑われる場合のPD中止基準がガイドライ

ンで定められている(6)。このことが、PDの普及率低下に影響を大きく及

ぼしている。 
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図 1	 EPS進行例における abdominal cocoonの肉眼的所見  

EPS進行例の外科手術時における肉眼的所見の写真。(左図) 臓側腹膜は肥厚し、線維状
の繭 (fibrous cocoon)を形成し、腸管全体を覆っている。(右図) 腸管を覆う線維性の臓側
腹膜を剥離している 中の写真。文献(7)より引用。 

 

EPSにおける腹膜の病理学的所見の特徴は、腹膜血管からの血漿滲出

物によるフィブリン沈着である(8, 9) (図 2)。また、近年の報告では、生体

適合性の低い PD液や感染により誘導される「炎症」が腹膜線維症の発症

機序に関与していることが示されている(9, 10)。 

従来型の PD液の加熱滅菌により、グルコース分解産物 (GDPs)が産生

されることが知られている。GDPsのうち代表的な物質として、アセトア

ルデヒド、ホルムアルデヒド、グリオキサール、メチルグリオキサールが

挙げられる。これらの物質のうち、特にメチルグリオキサール 

(Methylglyoxal; MGO)は毒性が高く、酸化ストレス(11)や腹膜傷害(12, 13)

を惹起することが知られている。また、MGOは血管透過性や凝固活性に

関与する VEGFの産生を促す。MGO腹腔内投与はラットやマウスにおい

て腹膜線維化を誘導する動物モデルとして頻用されている(12, 13)。しか

し、MGOにより誘導される腹膜線維症の詳細な発症機序に関しては未だ

解明されていない。 
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図 2	 EPS症例における腹膜の病理学的所見 

EPS症例における壁側腹膜組織の PTAH染色像。(左図:G) 正常腹膜。	 (右図:H) PTAH
で染色される青色の沈着物がフィブリンである(矢印)。文献(14)より引用。 

 

近年、無菌性炎症 (病原体が存在しない状態で誘発される炎症)の惹起

経路がインフラマソーム (inflammasome)を介することが数々の報告で示

されている。インフラマソームは炎症性サイトカインである IL-1βの分泌

を制御する複合体である(15-17)。インフラマソームはこれまでに幾つかの

経路が報告されているが、なかでも NLRP3インフラマソームは も研究

されており、無菌性炎症の病態に関与することが示されている。NLRP3

インフラマソームは、パターン認識受容体 NLRP3、アダプター分子

ASC、Caspase-1から構成される細胞内タンパク複合体である(18)。危険シ

グナルが細胞により認識され、NLRP3インフラマソームが活性化し、前

述の複合体を形成すると、活性化した Caspase-1は pro-IL-1β (前駆体)を切

断し、mature IL-1β (成熟型)に変換する。この成熟型 IL-1βは生体内におい

て炎症と組織傷害を誘発する (図 3)。 
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図 3	 NLRP3インフラマソームの活性化機序	

炎症性サイトカイン IL-1βは、細胞内では前駆体の Pro-IL-1βとして存在し、活性を持た
ない。細胞外 ATP、ヒアルロン酸、尿酸結晶などの自己内在性の危険信号 (Danger 
signals)によって、NLRP3、ASC、Caspase-1 が複合体を形成する。この複合体を NLRP3
インフラマソームと呼ぶ。この蛋白複合体の形成により、Caspase-1が活性化されると、
Pro-IL-1βが切断され、成熟型の IL-1βに変換する。この成熟型 IL-1βが、細胞外に分泌
されることにより、生体内で強力な炎症を惹起する。 

 

我々の研究グループでは、心血管病や腎臓病などの無菌性炎症の病態に

NLRP3インフラマソームが関与することをこれまでに報告している(19-

22)。その他、痛風、偽痛風、アスベスト、シリコーシス、アルツハイマ

ー病、メタボリック症候群、２型糖尿病などにおいても、NLRP3インフ

ラマソームがこれらの疾患における無菌性炎症の病態で重要なメディエー

ターであることが数々の報告で示されている(23)。NLRP3インフラマソー

ムは線維化の病態においても関与していることが我々を含めた複数の研究

室から報告されている(21, 22, 24, 25)。興味深いことに、NLRP3は、上記

インフラマソームの活性化機序とは異なる経路で線維化の病態に関与する

との報告もある。Wangらは、NLRP3は TGF-βにより誘導される尿細管

NLRP3 ASC

Caspase-1

Pro-IL-1β IL-1β

Danger signals

�	� (����) ��� (���)

��

�	����
�
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上皮細胞の上皮間葉転換の経路に寄与し、インフラマソームとは独立して

腎線維化を促進すると報告した(26)。 

一方、Hautemらは、NLRP3インフラマソーム由来の IL-1βが、PDの合

併症である細菌性腹膜炎において、腹膜劣化に伴う組織学的変化と腹膜機

能低下に重要な役割を持つサイトカインであると報告した(27)。しかし、

PD腹膜線維症における NLRP3インフラマソームの役割は未解明であ

る。 

以上より、自然炎症経路であるインフラマソーム活性化を介した炎症が

腹膜線維症の進展に寄与しているとの仮説に至った。前述のMGO腹膜線

維症モデルを用いて腹膜の炎症・線維化におけるインフラマソームの関与

を検討した。 

 

 

第 2章	 実験材料と方法 

 

2-1.	 使用動物 

 

	 本研究における全ての動物実験は自治医科大学動物実験委員会で承認さ

れている (承認番号: 17151)。実験動物として、野生型 (wild-type; WT) マ

ウス (日本 SLC、東京より購入)、NLRP3欠損 (NLRP3−/−) マウス (Dr. 

Vishva M.Dixit（Genentech）の好意により提供)、ASC欠損 (ASC−/−) マウ

ス (信州大学 谷口俊一郎教授の好意により提供)、IL-1β欠損 (IL-1β−/−) マ

ウス(東京理科大学 岩倉洋一郎教授の好意により提供)を用いた。NLRP3−/

−, ASC-KO−/−マウスおよび IL-1β−/−マウスは、以前の報告に記載された方法

に従い作成され、12世代以上 C57BL/6Jマウスとバッククロスを行った。
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ASC−/−マウスを用いた実験は C57BL6Jと交配の上、Littermateを作成し、

購入 B6マウスと同様の結果が得られることを確認した。  

ASCf/fマウスは homologous recombination (遺伝子相同組替え)により ASC

遺伝子領域の両端に loxP配列を導入し作製した。LysMCre/+マウスは

Jackson Laboratories, Bar Harbor, MEより購入した。この LysMCre/+マウス

は、骨髄由来細胞 (単球・マクロファージ・好中球)において特異的に発

現する Lysozyme M (LysM)をコードする Lyz2遺伝子座に組換え酵素 Cre

を knock-inすることにより作製された。 終的に、ASCf/fマウスと

LysMCre/+マウスを交配させることにより、骨髄由来細胞において特異的に

ASCを欠損したマウス (ASCf/f; LysMCre/−)を作製した。 

上記のマウスの遺伝子背景は全て C57BL/6Jであり、8-12週の雌性マウ

スを用いた。マウスは温度、湿度、及び明暗時間 (それぞれ 12 時間のサ

イクル)を一定にした環境下において、自由飲水・自由摂食下にて飼育し

た。  

 

2-2.	 PFモデルの作成 

 

	 8～12週齢の雌性マウスを使用した。PFモデルは既知の報告に従い(28-

30)、40 mMに濃度調節した Methylglyoxal (MGO) 溶液 (Sigma–Aldrich 

Corp., Saint Louis, MO, USA)を含む腹膜透析液 (PDF: 100 mL/kg)を週 5

日、合計 3週間、腹腔内へ注射を行い、作製した (図 4)。注射針は 27G

針(テルモ、東京、日本)を使用し、腹腔内投与部位は右下腹部に限局し

た。腹膜透析液の組成は 2.5% glucose, 100 mM NaCl, 35 mM sodium lactate, 

2 mM CaCl2 and 0.7 mM MgCl2 (ミッドペリック 250; テルモ)であった。  
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図 4	 本研究におけるMGO腹膜線維症モデルのプロトコール	

 

2-3.	  組織学的解析 

 

マウスをイソフルランで麻酔後、頸静脈から採血を行った。皮膚を剥

離した後、注射部位と反対側 (左側)の壁側腹膜を筋肉ごと採取した。組

織は PBSで洗浄後、4%パラホルムアルデヒドにて一晩固定し、パラフィ

ン包埋した。腹膜組織切片は 3 µm厚で作成し HE染色とMasson’s 

Trichrome染色を行い、腹膜肥厚度を測定した。400倍視野下に無作為に 5

ヶ所撮影した後、1視野あたり無作為に 5ヶ所、腹膜の肥厚度を測定し、

計 25ヶ所の腹膜肥厚度の平均値を 1サンプル分の腹膜中皮下層肥厚度と

した。各群内のマウス腹膜中皮下層肥厚度の平均値を計算し、その群にお

ける腹膜中皮下層肥厚度とした。その他、PTAH染色を行い、フィブリン

沈着の程度を評価した。 

撮影と解析は、FSX-100 (オリンパス、東京、日本)および Adobe 

Photoshop CS software (ver. 8, Adobe Systems Inc., San Diego, CA)を用いた。 

 

 

MGO 40 mM + 腹膜透析液 100 ml/kg 
0 7 14 21

sacrifice�5���	, �3����

��
: ���������

days

C57BL6/J
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2-4.	  免疫組織学的解析 

 

免疫組織学的解析では、はじめに白血球マーカーである CD45、マクロ

ファージマーカーである F4/80、好中球マーカーである Ly6G、リンパ球

マーカーである CD3の検出を行った。 

CD45、F4/80、Ly6G、CD3染色については、組織切片を脱パラフィ

ン、Target Retrieval Solution (Dako, CA, USA)で抗原賦活、3%過酸化水素水

で内因性ペルオキシダーゼブロックを行った。その後、正常ヤギ血清と

1% BSAでブロッキングを行い、ラット CD45抗体 (BD Biosciences, 

Franklin Lakes, NJ)、ラット F4/80抗体 (AbD Serotec, Raleigh, NC)、ラット

Ly6G抗体 (BioLegend, San Diego, CA)、ラット CD3抗体 (eBioscience, San 

Diego, CA)を 4℃, overnightでインキュベートした。ヒストファイン シン

プルステイン	 マウスMAX-PO (Rat) (ニチレイバイオサイエンス、東

京、日本)を室温で 1時間反応させ、DAB substrate kitで発色させた。 

全てヘマトキシリンを用いて、対比染色を行い、脱水・透徹後封入し

た。陰性コントロールとして、同じ動物種のIgG抗体 (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA)を用いて陽性細胞が存在しないことを確認した。 

各種染色スライドは、FSX-100 (オリンパス) を用いて撮影し、解析を

行った。400倍で無作為に抽出した5視野を撮影した後、Adobe Photoshop 

CS software (ver. 8, Adobe Systems Inc.)を用いて陽性細胞数を計測した。 

免疫蛍光二重染色では、一次抗体としてラット F4/80抗体 (AbD 

Serotec, Raleigh, NC)、ラビット ASC抗体(31)、ラビット CD34抗体 

(Abcam, Cambridge, UK)、二次抗体として Alexa 594, Alexa 548, Alexa 488

標識抗 IgG抗体 (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)を用いた。一次抗体に

ラビット CD34抗体を用いた際は、一次抗体反応後に Biotin標識抗ウサギ
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IgG抗体、Dylight 488 ストレプトアビジン (Vector Laboratories)の順に反

応させ、Biotin抗体添加前にビオチン・アビジンブロッキング (Vector 

Laboratories) を施行した。 

同一動物種の一次抗体を用いた免疫蛍光二重染色では、過去の報告に

基づき(32)、第 1の一次・二次抗体と第 2の一次・二次抗体の反応前後に

正常ウサギ血清と AffiniPure Fab Fragment donkey anti-rabbit IgG抗体 

(Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc. West Grove, PA) 40μg/mlを用い

てブロッキングを行い、交差反応を防いだ (図 5)。 

蛍光染色用封入剤である ProLong Gold Anti-fade mountant (Thermo Fisher 

Scientific)で封入を行った。共焦点蛍光顕微鏡 FV-10i (オリンパス)を用

い、撮影と解析を行った。  

 

図5 同一動物種抗体を用いた免疫染色法 

1. 第 1のラビット由来一次抗体を反応させる。 2. 第 1の 2次抗体を反応させる。3. 正
常ウサギ血清を反応させ、第 1の 2次抗体の開放されたパラトープに結合させる。 4. 
一価の Fabフラグメントを添加し、第 1の二次抗体に反応させる。この操作により、第

1 2 3 

4 5 6 
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2の 2次抗体が第 1の 2次抗体に結合するのを防ぐ。5. 第 2の 1次抗体を反応させる。
6. 第 2の 2次抗体を反応させる。文献(33)より図を引用、一部改変。 

 

2-5.	  Real-time RT-PCR  

 

腹膜組織 (壁側腹膜、臓側腹膜)より ISOGEN (ニッポン・ジーン、東

京、日本) を用いて RNAを抽出した。まず、ISOGEN下で腹膜組織をホ

モジェナイズし、クロロホルムを加えて遠心し、RNAを水相に、DNAと

蛋白質を有機層に分離した。水相にイソプロパノールを加えて RNAを沈

殿させ、エタノールにて洗浄して RNA を抽出した。次に Superscript 

VILOTM cDNA Synthesis Kit (life technologies, MD, USA) を用いて逆転写を

行い、cDNAとした。 逆転写は 25℃、10分、続いて 42℃、60分で反応

させ、85℃、5分保温して反応を停止させた。合成した cDNAは SYBR 

Premix Ex Taq Ⅱ (タカラバイオ、滋賀、日本)、Thermal Cycler Dice Real 

Time Systems II (タカラバイオ)を用いて mRNAを検出した。PCR条件は

95℃、30秒の前反応後、2-step PCR (95℃、5秒)、アニーリング・伸長反

応 (60℃、30秒)を 40サイクルとして行った。内部標準 (GAPDHを使用) 

に対する目的の mRNA の比を⊿⊿Ct法を用いて計算した。結果は、WTマ

ウス、またはコントロールマウスの vehicle群に対する割合で示した。 
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表 1	 プライマー配列 

 

2-6.	  腹腔内洗浄液の解析 

 

マウスをイソフルランで麻酔後、頸静脈から採血を行い、皮膚を剥離し

た後、18Gサーフロー針 (テルモ)を留置し、生理食塩水を2 ml注入後、腹

腔内洗浄液を回収した。腹腔内洗浄液は4℃, 1000 rpm, 10 minの条件で遠

心した後、全自動血球計算機 Celltac α (日本光電、東京、日本)を用いて白

血球、赤血球数を測定した。 

 

2-7.	  腸間膜の肉眼的評価 

 

以下の解析方法は、申請者が独自に開発した評価法である。マウスを

イソフルランで麻酔後、頸静脈から採血を行い、壁側腹膜を採取した後、

Name
5' -3' sequence

Forward primer Reverse primer

NLRP3 CGAGACCTCTGGGAAAAAGCT GCATACCATAGAGGAATGTGATGTACA

ASC GCTGAGCAGCTGCAAACGAC ACTTCTGTGACCCTGGCAATGAG
Caspase-1 GATGGCACATTTCCAGGACTGA TGTTGCAGATAATGAGGGCAAGAC

IL-1β TGAAGTTGACGGACCCCAAA TGATGTGCTGCTGTGAGATT
IL-6 ACAACCACGGCCTTCCCTACTT CACGATTTCCCAGAGAACATGTG

TNF-α CCCCAAAGGGATGAGAAGTTC GCTTGTCACTCGAATTTTGAGAA
MCP-1 GGCTCAGCCAGATGCAGTTAAC GCCTACTCATTGGGATCATCTTG
F4/80 CCTGGACGAATCCTGTGAAG GGTGGGACCACAGAGAGTTG
IL-18 CAGGCCTGACATCTTCTGCAA TCTGACATGGCAGCCATTGT

Collagen Type 1 GAGCGGAGAGTACTGGATCG GTTCGGGCTGATGTACCAGT
Collagen Type 3 CCCAACCAGAGATCCCATT GAAGCACAGGAGCAGGTGTAGA

TGF-β GCAACATGTGGAACTCTACCAGA GACGTCAAAAGACAGCCACTCA

MMP-2 GACATACATCTTTGCAGGAGACAAG TCTGCGATGAGCTTAGGGAAA

MMP-9 CCTGGAACTCACACGACATCTTC TGGAAACTCACACGCCAGAA
PAI-1 GACACCCTCAGCATGTTCATC AGGGTTGCACTAAACATGTCAG

TIMP-1 GTAAGGCCTGTAGCTGTGCC AGGTGGTCTCGTTGATTTCT
GAPDH TGTGTCCGTCGTGGATCTGA TTCGTGTTGAAGTCGCAGGAG
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綿棒で腸管を右側に寄せ、上腸間膜動脈の付近で鑷子にて切断し、腸管を

摘出した。PBSで軽く洗浄しキムワイプで水分を拭き取った後、黒色ボー

ドの上に載せ、綿棒を用いて丁寧に腸管膜を露出した。綿棒で腸間膜を損

傷せず、かつ腸間膜の面積が 大限となるよう伸長させた後、写真撮影し

た。腸間膜の面積は Adobe Photoshop CS software (ver. 8, Adobe Systems 

Inc.) を用いて定量化を行った。 

 

2-8.	  骨髄移植モデルの作成 

 

マウスの大腿骨と腓骨を取り出し、キムワイプで毛、皮膚、筋肉を除去

した後、Antibiotic Antimycotic Solution (Sigma) 入り Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM; Wako, Japan) に室温で 10分間浸し殺菌した。下肢

骨の両端を切除し、PBSでフラッシュし骨髄細胞を回収した。赤血球は低

張性の ACK bufferを加え溶血させた。その後 PBSで 2回洗浄し、細胞懸

濁液を準備した。6週齢のレシピエントマウスに 9 Gyのガンマ線全身照

射を行った後、ドナー1匹あたり 2×106 cellsの骨髄細胞を尾静脈経由で移

植した。また、この方法は、green fluorescent protein (GFP) トランスジェ

ニックマウスを用いた予備検討において、移植 8週後の末梢血細胞では

90%以上が GFP陽性細胞であることをフローサイトメトリー法にて確認

している(19, 31)。このプロトコールに従い、以下に示す計 3種類の骨髄

移植モデルを作製した。 

＜ドナー＞	 ＜レシピエント＞  ＜キメラマウスの表記＞ 

Wild type      Wild type 	 	 	 	 	 WT to WT 

Wild type       ASC−/−	 	 	 	 	   WT to ASC−/− 

ASC−/−       Wild type	 	 	 	 	  ASC−/− to WT 
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2-9.	  細胞培養 

 

マウス骨髄由来マクロファージ (BMDMs)は、過去の文献に基づいて

作製した(20)。具体的には、マウスから骨髄細胞を採取し、10% ウシ胎仔

血清 (fetal bovine serum: FBS)と 15% L929培地を添加した RPMI-1640 

(Sigma-Aldrich)を用いて 37℃、5% CO2インキュベーション下で 7日間培

養することにより、BMDMに分化させた。 

初代マウス肺血管内皮細胞 (MLVECs)は 8-10週齢の雄性マウスの肺

組織から採取した。過去の文献を参考に以下の方法で分離した(34)。右心

室を介して PBSで肺組織を灌流した後、肺組織を採取し、Lung 

Dissociation Kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)を用いて肺組

織の細胞懸濁液を作製した。抗 CD45 magnetic beadsで negative selection、

抗 CD31 magnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)で

positive selectionを行い、MLVECs (CD31＋CD45−)を採取した。MLVECsは

20% ウシ胎仔血清 (FBS)、50µg/ml endothelial cell growth supplement 

(Sigma-Aldrich)、50µg/ml ヘパリン (Sigma-Aldrich), 5 µM SB431542 (R&D 

Systems, Minneapolis, MN)、1% 抗生剤を添加した DMEM (Thermo Fisher 

Scientific) 培地を用いてゲラチンコートしたプレート下で 72-96時間、培

養した。血管内皮細胞は、敷石上の形態と VE-cadherinの発現により同定

した。HUVECs (Human umbilical vein endothelial cells)は ScienCell Research 

Laboratories (CA, USA)より購入した。培地は Endothelial Cell Growth 

Medium (PromoCell, Heidelberg, Germany)に Endothelial Cell Growth 

Supplement (PromoCell)、10%ウシ胎仔血清 (fetal bovine serum: FBS)を添加

して培養した。継代数は 4-7とした。  
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2-10.	 ウェスタンブロット法 

 

BMDMsとMLVECsの細胞抽出液は RIPA buffer (20 mM Tris, 2.5 mM 

EDTA, 1% Triton X, 10% glycerol, 1% deoxycholic acid, 0.1% SDS, 50 mM 

NaF, and 10 mM Na4P2O7·10H2O)を用いて抽出した。細胞抽出液に NuPAGE 

LDS sample buffer (Thermo Fisher Scientific)を加えて 70℃、10分間、処理

した。この処理したサンプルを SDS-PAGEで分離し、PVDF膜に転写し

た。PDVF膜を 5%スキムミルク/TBS-Tで室温 2時間ブロッキングした

後、1次抗体を 4℃、overnightでインキュベートした。続いて horseradish 

peroxidase (HRP) 標識 2次抗体を室温で、1時間インキュベートした。検

出は、Western BLoT Ultra Sensitive HRP Substrate (タカラバイオ) を用いて

化学発光させ、Amersham 680 (GE healthcare Life Sciences, NJ, USA) で撮影

した。一次抗体は ASC、VE-cadherin (Abcam)、β-actin (Sigma-Aldrich)、二

次抗体は HRP-goat anti-rabbit IgG (Cell Signaling Technology Inc., Boston, 

MA) と HRP-goat anti-mouse IgG (Cell Signaling)をそれぞれ使用した。 

 

2-13.	 細胞死の評価 

	 死細胞のみを染色する SYTOX Green試薬 (Thermo Fisher Scientific)を用

いて評価した。HUVECs及びMLVECsを 96 well plateにて 24時間培養し

た後、SYTOX Greenを 1: 50000の濃度に希釈した培地に交換した。

SYTOX Green 含有培地交換 30分後に至適濃度のMGOを添加し、Spark® 

(TECAN, Männedorf, Switzerland)を用いて 37℃、5% CO2の条件下で継時

的に蛍光強度を測定した。 
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2-12.	 酸化ストレス測定 

ROSに対する蛍光プローブは DCFDA (Abcam)を用いた。HUVECs及び

MLVECsを 96 well plateにて 24時間培養した後、DCFDA 20 µMを 45分

インキュベートした。続いて DCFDAを含む溶液を除去して 1x Bufferで

洗浄後、MGO含有 1x Bufferを添加し、Spark® (TECAN, Männedorf, 

Switzerland)を用いて CO2インキュベーター下で継時的に蛍光強度を測

定、もしくは FV10i (Olympus)で観察した。 

 

2-13.	 統計学的解析 

 

数値データは、平均値±標準誤差で表示した。独立 2群間の比較には t

検定を、多群間比較には ANOVAと Turkey-Kramer test (多重比較検定；事

後比較) を用いた。データが正規分布しない場合は、ノンパラメトリック

検定としてMann-Whitney U testと Kruskal-Wallis testを用いて解析した。

統計解析は GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA) を用いて

行い、p < 0.05を統計学的に有意差ありと判断した。 
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第 3章	 結果 

 

3-1.	  PFモデルにおける NLRP3インフラマソームの発現 

 

MGO 40 mMを含む腹膜透析液 100 ml/kgを週あたり連続 5日間、

合計 3週間、WTマウスに腹腔内投与した。このモデルにおける線維化の

程度を、壁側腹膜のMasson’s Trichrome染色にて評価した。壁側腹膜の中

皮下層はコントロール群と比較し、継時的に肥厚した (図 6 A, B)。次に、

RT-PCR法を用いて壁側腹膜におけるインフラマソームの遺伝子発現を評

価したところ、MGO投与により NLRP3, ASC, Caspase-1, IL-1βの発現は経

時的に上昇し、21日目において vehicle群と比較し統計学的有意差に達し

た (図 6C)。線維化に関与する増殖因子である TGF-β (transforming growth 

factor β)の発現も同様、14日目と 21日目において vehicle群と比較し有意

に上昇した。さらに、臓側腹膜の線維化も評価するため、腸間膜の肉眼所

見を評価したところ、腸間膜面積は経時的に収縮した (図 6D, E)。MGO

群では腸管同士の癒着の所見がみられる個体も一部存在し、ヒト EPSに

類似する所見と考えられた。壁側腹膜と同様、臓側腹膜における遺伝子発

現も vehicle群と比較し上昇する傾向が見られた (図 6F)。 
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図 6. MGO誘導性 PFモデルにおいてインフラマソームの発現は亢進する 

Hishida et al. Figure 1
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WTマウスにMGOまたは vehicleを一定期間投与し、PFモデルを作成した。(A) 壁側腹
膜のMasson’s Trichrome染色像。腹膜の肥厚度を黒色下線で示した。(B) 腹膜肥厚度の定
量化グラフ。(C) Real-time RT-PCR法で壁側腹膜組織中の NLRP3, ASC, caspase-1, IL-1β, 
TGF-βの mRNA発現を解析した (n = 3-8)。(D) 腸間膜の肉眼所見。 E) 腸間膜面積の定
量化グラフ。vehicle群を 100%とした際の縮小率を示した。(F) 臓側腹膜における
NLRP3, ASC, caspase-1, IL-1β, TGF-βの mRNA発現を示した (day 14, n=3)。数値データは
平均値±標準誤差で示した。*p < 0.05、**p < 0.01。 

 

 

3-2.	 PFモデルにおける NLRP3, ASC欠損の影響 

 

腹膜線維症における NLRP3インフラマソームの役割を解析するた

め、NLRP3−/−マウスと ASC−/−マウスを用いてMGO腹膜線維症モデルを作

製し、腹膜の線維化を評価した。MGO投与 21日目において、壁側腹膜

の肥厚はWTマウスと比較し、NLRP3−/−マウスと ASC−/−マウスで有意に抑

制された (図 7A, B)。以下、WTマウスと線維化の程度に関して も有意

差があった ASC−/−マウスを中心に解析を進めた。壁側腹膜の所見と同様、

MGO投与による腸間膜面積の縮小はWTマウスと比較し ASC−/−マウスで

有意に改善された (図 7C, D)。これらの所見から、MGO腹膜線維症にお

ける NLRP3インフラマソームの関与が示唆された。 
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図 7. NLRP3, ASC欠損は PFモデルにおいて腹膜線維化を抑制する 
WT, NLRP3−/−, ASC−/−マウスにMGOまたは vehicleを 21日間投与し、PFモデルを作成し
た。(A) 壁側腹膜のMasson’s Trichrome染色像。(B) 腹膜肥厚度の定量化グラフ。(C) 腸
間膜の肉眼所見。(D) 腸間膜面積の定量化グラフ。vehicle群を 100%とした際の縮小率を
示した。数値データは平均値±標準誤差で示した。*p < 0.05、**p < 0.01。 

 

3-3.	  PFモデルにおける炎症性サイトカインおよび線維化マーカーの発

現 

 

Hishida et al. Figure2
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腹膜の線維化過程においても炎症反応は関与することが知られてい

るため(10, 35)、壁側腹膜の炎症性サイトカインの遺伝子発現を解析し

た。炎症性サイトカイン IL-1β, IL-6, TNF-α, MCP-1, F4/80 (マクロファー

ジマーカー)の発現はMGO投与 21日目におけるWTマウスの壁側腹膜に

おいて有意に上昇した (図 8A)。これらの発現は ASC−/−マウスの壁側腹膜

において有意に抑制もしくは減少する傾向を示した。細胞外基質マーカー

Collagen type 1、Collagen type 3、Fibronectin、線維化促進サイトカイン

TGF-β、細胞外基質分解酵素MMP-2、MMP-9、TIMP-1の発現もMGO投

与 21日目におけるWTマウスの壁側腹膜において有意に上昇した (図

8B)。これらの発現は炎症性サイトカインと同様、ASC−/−マウスの壁側腹

膜において有意に抑制もしくは減少する傾向を示した。これらの所見か

ら、MGO腹膜線維症モデルにおいてインフラマソームは炎症と線維化反

応に関与することが示唆された。 
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図 8. ASC欠損は炎症と線維化反応を抑制する 
WT, NLRP3−/−, ASC−/−マウスにMGOまたは vehicleを 21日間投与し、PFモデルを作成し
た。 (A) Real-time RT-PCR法で壁側腹膜組織中の IL-1β, IL-6, TNF-α, MCP-1, F4/80の発
現の mRNA発現を解析した (n = 3-8)。(B) 壁側腹膜組織中の Collagen type 1, Collagen 
type 3, Fibronectin, TGF-β, MMP-2, MMP-9, TIMP-1発現の mRNA発現を解析した。数値デ
ータは平均値±標準誤差で示した。*p < 0.05、**p < 0.01。 

 

 

 

Hishida et al. Figure 3
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3-4.	  PFモデルにおける炎症細胞浸潤 

 

NLRP3インフラマソームは主に炎症細胞、特にマクロファージに

おいて発現が認められることから(16, 21)、壁側腹膜組織を用いて血球細

胞の免疫染色を施行した。MGO投与 21日目においてWTマウスの壁側

腹膜中皮下層に浸潤する CD45 (白血球マーカー), F4/80 (マクロファージマ

ーカー)陽性細胞数は有意に増加した。一方、Ly6G (好中球マーカー), CD3 

(リンパ球マーカー)陽性細胞は CD45, F4/80陽性細胞と比較すると浸潤の

程度は顕著ではなかった (図 9A, B)。MGO投与により壁側腹膜に浸潤す

る CD45, F4/80陽性細胞は ASC−/−マウスで有意に抑制された (図 9C)。さ

らに、MGO群の腹膜組織像において中皮下層に浸潤する F4/80陽性細胞

と ASCの共局在化を蛍光免疫染色にて確認した (図 9D)。以上の結果に

より、腹膜線維症では、マクロファージのインフラマソームがどのような

役割を担っているかについて、次に検討することにした。 
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図 9. ASC欠損は炎症細胞浸潤を抑制する 
WT, ASC−/−マウスにMGOまたは vehicleを 21日間投与し、PFモデルを作成した。(A) 
WTマウスにおける壁側腹膜組織を用いて CD45, F4/80, Ly6G, CD3の免疫染色を施行し

Hishida et al. Figure 4
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vehicle群と比較した。(B) WT, ASC−/−マウスにおける壁側腹膜組織を用いて CD45, F4/80
の免疫染色を施行した。(C) 壁側腹膜に浸潤する CD45, F4/80陽性細胞数を定量化した 
(n=4)。(D) WTマウスにおける F4/80, ASCの共局在化を蛍光免疫染色で示した。DAPI 
(青), F4/80 (緑), ASC (赤)。数値データは平均値±標準誤差で示した。*p < 0.05、**p < 
0.01。 

 

3-5.	  PFモデルにおける骨髄由来細胞 ASCの影響 

 

マクロファージにおけるインフラマソームがどの程度、腹膜線維化に影

響するのかを評価するため、骨髄移植 (BMT)モデルと骨髄由来細胞特異

的 ASC欠損マウスを用いた。はじめに、BMTマウス( (WT to WT), (WT to 

ASC−/−), (ASC−/− to WT))を作製の上、このマウスを用いてMGO腹膜線維

症モデルを誘導した。しかし、前述のモデルにMGOを投与すると白色調

の腹水が出現した (図 10A)。これは想定外であったが、この腹水中のト

リグリセライドを測定すると、生理的に観察される値を大幅に超えてお

り、乳糜腹水と考えられた (図 10B)。乳糜腹水は、乳白色のリンパ液が

腹腔内に漏出する病態であり、原因はリンパ管の閉塞・損傷であるとされ

ている(36)。代表的な原疾患として悪性腫瘍や外傷、放射線照射が挙げら

れ、腹水中のトリグリセライドが 110 mg/dl以上であることにより診断さ

れる(36)。動物実験において乳糜腹水をきたした報告例はこれまでにな

い。本実験において乳糜腹水が誘発された原因として、放射線照射と

MGO投与によるリンパ管損傷の影響が も考えやすい。 

上記 BMTモデルにおいて腹膜の線維化の程度を評価したが、各群間で

腹膜肥厚度に有意差はみられなかった (図 10C-D)。また、レシピエント

がWTマウスの群では、大量の腹水出現によりMGO投与に伴い体重が顕

著に増加したが、レシピエントが ASC−/−マウスの群では有意な体重増加は



- 25 - 
 

みられなかった(図 10E)。この注目すべき現象が起こる原因として、レシ

ピエントが ASC−/−マウスの場合、リンパ管が放射線照射やMGOによる傷

害を受けにくく、乳糜腹水の程度が抑制される、との仮説を立てている。

以上の結果より、BMTモデルを用いて骨髄由来細胞の関与を評価するの

は、乳糜腹水の発生の有無が絡んでくるため解釈が難しく、これ以上の検

討が不可能であった。 
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図 10. 骨髄移植モデルにMGOを投与すると乳糜腹水が誘発される 
BMTモデルマウスにMGOを合計 3週間腹腔内投与した (A) 各群における腹腔内洗浄液
の代表的写真 (B) 腹腔内洗浄液中のトリグリセライドの測定値を示したグラフ。ほぼ全
例において乳糜腹水の基準である 110mg/dlを超えている。 (C) 壁側腹膜のMasson’s 
Trichrome染色像。(D) 腹膜肥厚度の定量化グラフ。(E) day 0-12における体重推移グラ
フ。数値データは平均値±標準誤差で示した。 

 

次に、Cre-LoxP遺伝子改変マウスの手法を用いて骨髄由来細胞特異的

ASC欠損マウス (ASCf/f; LysMCre/+)を作製した。ASCf/f; LysMCre/+マウスか

ら採取した骨髄由来マクロファージ (BMDM)における ASCの発現は、

ASCf/f; LysMCre/−マウスから採取した BMDMと比較し 32%に低下していた

(図 11A)。同様に ASCf/f; LysMCre/+マウスから採取した BMDMにおける

ASCの蛋白発現も ASCf/f; LysMCre/−マウスと比較し抑制されていることを

western blotting法で確認した (図 11B)。しかし、骨髄由来細胞特異的 ASC

欠損は腹膜線維化を抑制しなかった (図 11C, D)。さらに、腹膜における

IL-1β、Collagen type1、Fibronectinの遺伝子発現は ASCf/f; LysMCre/+マウス

と ASCf/f; LysMCre/−マウス間で有意差を認めなかった。以上の結果より、

MGO腹膜線維症の発症過程における骨髄由来細胞インフラマソームの関

与は小さいと考えられた。 
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図 11. マクロファージ特異的 ASC欠損は腹膜線維化に影響しない 
(A, B) ASCf/f; LysMCre/−マウスと ASCf/f; LysMCre/+マウスから分離した骨髄由来マクロファ

ージ (BMDM)における(A) mRNA発現 (B) 蛋白発現をそれぞれ Real-time PCR法、
Western Blotting法を用いて評価した。(C-E) ASCf/f; LysMCre/−マウス, ASCf/f; LysMCre/+マウ

スにMGOまたは vehicleを 21日間投与し、腹膜線維症モデルを作成した。(C) 壁側腹膜
のMasson’s Trichrome染色像。(D) 腹膜肥厚度の定量化グラフ。(E) 壁側腹膜組織におけ
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る IL-1β, Collagen type 1, Fibronectinにおける mRNA発現。数値データは平均値±標準誤
差で示した。*p < 0.05、**p < 0.01。 

 

3-6.	  PFモデルにおける血性腹水とフィブリン沈着 

 

過去の報告において、腹膜線維症や EPSにおける血管傷害の重要性が

示されている(14, 37)。MGO腹膜線維症モデルにおいても、MGO投与に

より血性腹水が誘発され、継時的に増悪することを確認した (図 12A)。

腹腔内洗浄液中に含まれる赤血球数は継時的に増加し、21日目で統計学

的有意差に達した (図 12B)。さらに、MGO投与による腹腔内出血は ASC
−/−マウスにおいて抑制された (図 12C, D)。以上の結果より、血管内皮傷

害が示唆されたため、WTマウスの腹膜において血管内皮マーカーである

CD34と ASCの蛍光免疫染色を施行したところ、両マーカーの共局在化

を認めた (図 12E)。MGOはWTマウスの腹膜においてフィブリン沈着も

誘発し、それらの所見は ASC−/−マウスで抑制された (図 12F)。同様に、内

皮障害マーカーである PAI-1の遺伝子発現もMGO群の腹膜組織において

有意に上昇し、ASC−/−マウスで抑制された (図 12G)。これらの所見より、

血管内皮傷害がMGO腹膜線維症の発症に関与することが示唆された。 
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図 12. ASC欠損は腹腔内出血とフィブリン沈着を抑制する 
(A-D) WTもしくは ASC−/−マウスにMGOまたは vehicleを一定期間投与し、PFモデルを
作成した。(A) WTマウスの腹腔内洗浄液の代表的写真。 (B) WTマウスの腹腔内洗浄液
中に含まれる赤血球数の定量グラフ (n=3-8)。 (C) WT, ASC−/−マウスの腹腔内洗浄液の代
表的写真。 (D) 腹腔内洗浄液中の赤血球数の定量グラフ (n-3-8)。(E) WT壁側腹膜にお
ける CD34 (緑)と ASC (赤)の二重蛍光免疫染色像。▲は内皮細胞、△は浸潤マクロファー
ジをそれぞれ示している。(F)	WTマウスの壁側腹膜におけるフィブリン沈着を評価する
ための PTAH染色像。各群の代表的写真を示した。(G) 壁側腹膜における PAI-1の
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mRNA発現を示した (day 21, n=3-8)。数値データは平均値±標準誤差で示した。*p < 
0.05、**p < 0.01、***p < 0.001。 

 

3-7.	 血管内皮細胞における酸化ストレス、細胞死、IL-1βの評価 

 

これまでの in vivoの実験結果より、血管内皮傷害の重要性が示唆され

たため、次に血管内皮細胞を用いた in vitroの系で検討した。過去の報告

において も実験に使用されているヒト臍帯静脈血管内皮細胞 (HUVECs)

と ASC欠損の影響を確認するためマウス初代肺血管内皮細胞 (MLVECs)

を用いた。MGO (1 mM)は HUVECsにおいて継時的に細胞死を誘導した

(死細胞のみを染色する SYTOX試薬を用いて評価) (図 13A, B)。次にイン

フラマソームの活性化により成熟型として分泌される炎症性サイトカイン

IL-1βの血管内皮細胞における影響を検討するため、HUVECsにMGOと

IL-1βの共刺激を行ったところ、MGO投与により誘導される血管内皮細

胞死における IL-1βの相乗効果が示された (図 13B)。次に、MGOは酸化

ストレス(ROS)を誘導することが知られているため(11)、DCFDA蛍光試薬

を用いて ROSの評価を行い、MGOは HUVECsにおいて ROSを誘導する

ことを見出した (図 13C)。さらに、MGO誘導による細胞死は抗酸化剤

NACにより有意に抑制された(図 13D)。次に ASC欠損による血管内皮細

胞死の影響を検討するため、WTマウスと ASC−/−マウスからMLVECsを

採取した。MLVECsがそれぞれ血管内皮細胞に特異的なマーカーである

VE-cadherinを発現しており、WTマウスから採取したMLVECsが ASCを

発現していることをWestern Blotting法にて確認した (図 13 E)。HUVECs

と同様、WT由来のMLVECsにおいてMGOは細胞死を誘導し、ASC−/− 

由来のMLVECsで細胞死の程度は有意に抑制された (図 13F, G)。 
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後に、腹膜線維化におけるインフラマソームの関与を評価するた

め、IL-1β−/−マウスを使用した。NLRP3−/−, ASC−/−マウスと同様、MGO投与

により誘導される腹膜の線維性肥厚は IL-1β−/−マウスで有意に抑制された

(図 13H, I)。以上より、MGO腹膜線維症モデルにおいて、NLRP3インフ

ラマソームの活性化により誘導される IL-1βの重要な役割が示唆された。 



- 32 - 
 

 
図 13. 血管内皮細胞における酸化ストレス、細胞死、IL-1βの関与 
(A) HUVECsをMGO 1mM で 24時間反応させた際のHUVECsの代表的な細胞写真 (ス
ケールバー; 100 µm) (B) HUVECsにMGO 1mM, IL-1βを添加し、SYTOX Green蛍光試薬
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を反応させ、マイクロプレートリーダーにて蛍光強度を 30分間間隔で測定し、細胞死の
継時的変化を評価した(n=4)。(C) HUVECsを 1mM MGOで 3時間刺激後、酸化ストレス
(ROS)を DCFDA probeで検出し、マイクロプレートリーダーにて測定した(n=4)。(D) 
HUVECsを 1mM MGO、25 mmol/L NACで刺激し、 SYTOX Green蛍光試薬を反応さ
せ、マイクロプレートリーダーにて 30分間間隔で測定し、細胞死の継時的変化を評価し
た(n=4)。(E) MLVECsにおける VE-cadherin, ASC, β-actinの発現をWestern blotting法で検
出した。(F-G) WT, ASC−/−マウスから採取したMLVECsをMGO 1mMで 12時間刺激した
後、SYTOX Green蛍光試薬を反応させた。(F) MLVECsの代表的な写真。 (G) SYTOX 
Greenの蛍光強度をマイクロプレートリーダーにて測定した(n=4)。(H-I) WT, IL-1β−/−マウ
スにMGOもしくは vehicle液を 21日間投与した。(H) 壁側腹膜のMasson’s Trichrome染
色像。(I) 腹膜肥厚度の定量化グラフ。数値データは平均値±標準誤差で示した。*p < 
0.01、**p < 0.001。 
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第 4章	 考察 

 

本研究の結果から得られた所見は以下の通りである。1) MGO投与によ

り腹膜におけるインフラマソーム関連分子の遺伝子発現は亢進した。2) 

MGOは壁側腹膜と臓側腹膜の線維化を誘導し、NLRP3, ASC欠損マウス

において線維化の程度は有意に抑制された。3) ASC欠損は炎症性サイト

カインと線維化因子を抑制し、マクロファージの浸潤を抑制した。しか

し、マクロファージ特異的 ASC欠損は腹膜の線維化を抑制しなかった。

4) MGOは腹腔内出血、フィブリン沈着、PAI-1の発現を誘導し、これら

の所見は全て ASC欠損により抑制された。5) 細胞実験において、MGO

は酸化ストレスを介して血管内皮細胞死を誘導し、ASC欠損によりその

程度は抑制された。6) 腹膜線維化は IL-1β欠損マウスにおいても抑制さ

れた。以上の結果より、腹膜線維症の発症機序における NLRP3インフラ

マソームの関与が示唆された。本研究は、腹膜の無菌性炎症と線維化にお

ける NLRP3インフラマソームの重要性を示した初めての報告である。 

生体適合性の低い PD液の腹腔内長期暴露は、細胞ストレスと組織障害

を誘発し、無菌性炎症を引き起こす。腹腔内における無菌性炎症の持続

は、腹膜の線維化を誘導し、一部の患者では致死率の高い EPSを発症す

る(7, 10)。しかし、これらの病態に関する詳細な発症機序は未だ解明され

ていない。 

PD関連腹膜線維症の病態を解析するための動物モデルとして、1. クロ

ルヘキシジン投与 2. グルコース含有酸性透析液投与 3. MGO投与、が報

告されている(35)。これらの全てのモデルは、腹膜線維症の病理学的所見

の特徴である腹膜中皮下層の肥厚、炎症細胞浸潤、血管新生を誘導する。

しかし、消毒薬として使用されるクロルヘキシジンと異なり、従来型の透
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析液にはMGOを含む GDPsを含んでおり、臨床を反映するモデルと考え

られる。一方、グルコース含有酸性透析液も臨床で使用される透析液であ

るが、線維化を誘導するために 6~8週間の腹腔内投与が必要である。

MGOは合計 2~3週間投与で線維化が誘導できるため、実施可能かつ臨床

を反映するモデルとして適切と考え、今回の解析に使用するモデルとして

採用した。 

また、過去の報告で認められる腹膜の病理学的所見に加えて、肉眼的に

腸間膜の収縮と癒着を誘発することを本研究で新たに見出した。この所見

は、EPSの臨床所見である腸管の被嚢、繭玉形成 (abdominal cocoon)に相

当する。実際、Yamahatsuらは腹腔鏡による早期診断と治療が EPS患者の

死亡率を改善したと報告しており(38)、PD患者における腸間膜の肉眼所

見は臨床面においても重要な所見である。  

	 近年、腹膜線維症の発症過程において炎症細胞、特にマクロファージの

重要性が提唱されている(39, 40)。さらに、NLRP3インフラマソームは主

に炎症細胞で役割を担っていると考えられていることから(16, 21)、骨髄

由来細胞特異的 ASC欠損マウスを用いてMGO腹膜線維症モデルを作製

し表現型を解析した。しかし、骨髄由来細胞特異的 ASC欠損はMGOに

より誘導される腹膜の炎症と線維化を抑制しなかった。Huenらはマクロ

ファージ特異的 TGF-β欠損は腎虚血再灌流障害や閉塞性腎症に伴う腎線

維化を抑制しなかったと報告しており(41)、これは我々の所見を支持す

る。さらに、尿細管特異的 Keap1欠損は腎虚血再灌流障害における腎障

害と線維化を改善したにも関わらず、骨髄由来細胞特異的 Keap1欠損は

腎虚血再灌流障害における腎障害と線維化を抑制しなかったとの報告も存

在し(42)、線維化の過程で骨髄由来細胞以外の細胞が関与している可能性

も十分考えられる。 
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次に、腹膜線維症の病態における血管内皮細胞の役割に着目した。そ

の理由を以下に二つ挙げる。 

① in vivoにおいて血管内皮傷害を示唆する所見 (フィブリン沈着、血

性腹水、PAI-1上昇)  

本研究においてMGO投与は、腹膜フィブリン沈着、血性腹水、PAI-1

の発現上昇など、血管内皮傷害を示唆する所見を認めた。腹膜フィブリン

沈着と腸管の被嚢化は、EPSの も特徴的な所見である(7)。フィブリン

は腹膜の血管からの血漿滲出物に由来すると考えられている(43)。血性腹

水は EPS患者においてよく観察される臨床所見の一つである(7)。線溶系

を阻害する重要な因子の一つとして知られている PAI-1の値は、PD期間

に比例して上昇することが知られている(44)。さらに、PD排液中の PAI-1

の値は、非 EPS患者群と比較し EPS患者群において有意に上昇するとの

報告も存在する(44, 45)。 

② PDにおける血管内皮傷害の重要性を示す報告 

血管内皮傷害と血管新生は腹膜線維症や EPSにおける特徴的な所見と

して知られている。Williamsらは、腹膜組織における中皮下層の肥厚と血

管新生は PD期間に比例して上昇すると報告している(37)。Tawadaらは、

血管傷害とフィブリン沈着は EPS発症を予測する所見であると述べてい

る(14)。近年の研究では、血管内皮細胞においても NLRP3インフラマソ

ーム由来の無菌性炎症が惹起されうるとの報告もある(46)。 

以上の理由より、申請者は本研究において腹膜の血管内皮細胞に着目

した。 初に in vivoにおいてWTマウスから採取した腹膜の蛍光免疫染

色を施行し、CD34陽性血管内皮細胞において ASCが共発現しているこ

とを示した。次に、in vitroの実験において、ヒト初代血管内皮細胞 

(HUVECs)を用いて、MGOが ROS産生を介して細胞死を継時的に誘導す
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ることを示した。MGOが ROSを誘導することは既に複数の研究で示され

ている(11, 47)。また、MGOは、細胞死を誘導することも幾つかの既報で

示されており(48-50)、本研究結果と矛盾しない。 

そして、マウス初代血管内皮細胞を用いてMGOによる血管内皮細胞死

は ASC欠損により有意に抑制されることを示した。次に、インフラマソ

ーム活性化により成熟型に変換され、細胞外に分泌される炎症性サイトカ

イン IL-1βに着目した。血管内皮細胞において IL-1β刺激が細胞毒性をき

たすことは他研究においても示されているが(51, 52)、MGOと IL-1βの二

つが同時に存在すると細胞死が増強されることを示したのは本研究が初め

てである。 

以上より、PD関連腹膜線維症において、内皮由来の NLRP3インフラ

マソームが PD関連腹膜線維症の発症において重要な役割を担っているこ

とが示唆された (図 14)。 

 

 

図 14. PD腹膜線維症の発症機序 
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第 6章	 今後の課題 

 

本研究の課題としては以下の点が挙げられる。 

① 腹膜線維症における血管内皮細胞の寄与度と他細胞の関与 

申請者は本研究においてMGO腹膜線維症モデルにおける血管内皮細胞

の役割を示したが、血管内皮細胞において NLRP3インフラマソーム構成

分子を欠損したマウスを用いた腹膜線維症モデルの解析ができなかったた

め、今後の検討課題である。現在、VE-cadherin-Creもしくは Tie2-Creマ

ウスと flox-ASCマウスを交配させ、血管内皮特異的 ASC欠損マウスの作

製を進めている。将来的には、これらのコンディショナルノックアウトマ

ウスで腹膜線維症モデルを作製し、詳細に検討を加える必要があると考え

る。また、本病態における中皮細胞や組織に常在する線維芽細胞 (resident 

fibroblasts)の関与も否定はできない。実際、平原らはラットにおける

MGO腹膜線維症において間葉系細胞様中皮細胞 (mesenchymal-like 

mesothelial cells)が出現し、MGO刺激に伴い中皮細胞において上皮間葉転

換に関連するマーカーが有意に上昇すると報告している(12)。また 近

Koらはヒト中皮細胞において TGF-β誘導性上皮間葉転換は NLRP3イン

フラマソームを介すると報告した(53)。今後、腹膜線維症における NLRP3

インフラマソームの役割について上記の内容を含めた発展的な解析を追加

していくことが必要である。 

 

② MGOがインフラマソームを活性化する機序 

本研究ではインフラマソーム欠損マウスを用いた解析を行うことによ

り、腹膜線維症におけるインフラマソームの重要な役割を示した。しか
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し、in vitroでは血管内皮細胞やマクロファージにMGO刺激を行っても成

熟型 IL-1βは産生されなかった。 

インフラマソーム活性化のためには 2つのシグナルが必要とされてい

る(17)。1つ目のシグナルは Toll-like receptorを介して NF-κBの転写因子

を活性化することにより、pro-IL-1βを誘導する。2つ目のシグナル (危険

シグナル：Danger signal)は NLRP3インフラマソームを活性化することに

より pro-IL-1βを切断し、成熟型の IL-1βへ変換する。そこで、LPS 

(lipopolysaccharide)でプライミングを行い pro-IL-1βを誘導した後に、2つ

目のシグナルとしてマクロファージと血管内皮細胞にMGO刺激を行った

が、成熟型の IL-1βは検出されなかった。しかし、in vivoではMGO由来

の AGE (advanced glycation end-products)をマウスに投与すると腎障害を誘

導し、腎組織においてインフラマソームが活性化することを示した報告が

ある(54)。生体内ではMGO単独ではなく他経路を介したインフラマソー

ム活性化機序が存在する可能性があるが、それを示した報告はこれまでに

存在せず、今後さらに検討していくべきであろう。 

 

③ MGOが誘導する細胞死の種類 

本研究では、死細胞のみを染色する SYTOX蛍光試薬を用いて評価し

た。しかし、この SYTOX試薬を用いた解析では、MGOが誘導する細胞

死の種類は不明である。過去の報告では、MGOが誘導する細胞死の多く

はアポトーシス (apoptosis)であることが示されており(48-50)、フローサイ

トメトリー法を用いた解析では、7-AAD陽性のネクローシス (necrosis)細

胞も認められている。しかし、MGOが Caspase-1に依存したプログラム

細胞死であるパイロトーシス (pyroptosis)を誘導した報告はこれまでに存

在しない。MGO投与により血管内皮細胞において活性型 Caspase-1が分
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泌されるかどうかWestern Blotting法で検討してみたが、MGO刺激により

成熟型 Caspase-1は検出されなかった。近年、上述のアポトーシスやパイ

ロトーシス以外に、ネクロプトーシス (necroptosis)、オートファジー 

(autophagy)、フェロトーシス (ferroptosis)など、様々な種類の細胞死の存

在が知られている(55)。今後はMGOが誘導する細胞死の様式に関しても

検討が望ましい。 

 

④インフラマソームをターゲットとした腹膜線維症の治療法開発 

	 インフラマソームをターゲットとした治療として、IL-1阻害薬

(Anakinra, Canakinumab, Rilonacept)を用いた治療が挙げられる。既に

Hautemらはマウスを用いた実験において Anakinraは LPSや大腸菌による

腹膜炎に伴う腹膜組織変化や腹膜機能不全を改善することを報告している

(27)。無菌性炎症に伴う腹膜線維化における IL-1受容体拮抗薬の効果につ

いては報告がなく、今後の検討課題と考える。 
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第 7章	 おわりに 

 

	 MGO腹膜線維症モデルにおいて ASC欠損は腹膜の炎症・線維化のみな

らず、ヒト EPSの症例に特徴的とされる腸間膜の癒着や血性腹水、フィ

ブリン沈着の所見を改善した。さらに、ASC欠損はMGOにより誘導され

る血管内皮細胞死と酸化ストレスを抑制し、腹膜線維症の病態に寄与する

ことが示唆された。本研究成果が腹膜線維症における病態解明と新規治療

薬への開発に繋がることが期待される。 
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