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要 旨

被囊性腹膜硬化症は腹膜透析患者に発症する 稀ではあるが致死的な合併症として知られている。被囊性腹膜

硬化症の発症および進展に関与するサイトカインのなかで -β( -β)は中心的な

役割を果たしていると考えられている。われわれは -β を特異的に認識して切断する -

キメラ型リボザイムを開発してきた。今回われわれは 腹膜硬化症モデルラットを作製し -βに対するキ

メラ型リボザイムをモデルラットの腹腔内へ投与した結果 腹膜の肥厚および硬化が有意に抑制され また 腹

膜組織中の -β および の発現が有意に抑制された。

以上の結果より -βに対するキメラ型リボザイムは腹膜の線維化 硬化を強力に抑制し 被囊性腹膜硬

化症に対する新規の遺伝子治療薬として有用であると考えられた。
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はじめに

日本における慢性腎不全患者は 万人を超え 尿毒症

に対し血液透析療法または持続性腹膜透析療法(

： )を受けている。

は在宅でできる透析療法であるが 感染症の合併

や血液透析の普及により を受けている患者はここ

年間 万人を超えていない。また被囊性腹膜硬化症(

： )は腹膜透析に合併す

る稀な疾患であるが 発症すると重篤化しやすく死亡率も

高い疾患であり いまだ有効な治療法が確立しておらず

この合併症の存在が腹膜透析の普及を妨げている要因の一

つとなっている。 の病態は 腹膜透析の継続によっ

て生じる腹膜の肥厚および硬化といった慢性の腹膜劣化状

態に細菌性腹膜炎などの炎症が加わることが契機となっ

て 腹膜表面にフィブリンに代表される炎症性産物が多量

に堆積して被膜が形成され 腸管同士が癒着して腸閉塞状

態をきたすものであると考えられている 。また の

発症 進展にはさまざまな原因が関与しており 多因性で

あると考えられているが 腹膜硬化症はほぼすべての

に合併する基礎的な病態である。この腹膜硬化に関

与するサイトカインとして -β

( -β)

などが知られている 。なかでも

-βは や などの細胞外マトリッ

クス蛋白の産生を増加させることが知られており 細胞

外基質の増生や線維化の進展において中心的な役割を果た

すサイトカインであると考えられている。

遺伝子治療は 遺伝子欠損もしくは遺伝子異常に伴う疾

患に遺伝子そのものを補う方法と 遺伝子の過剰発現によ

りもたらされる疾患に対し遺伝子発現を抑制する方法に分

かれるが 後者にはリボザイム アンチセンス など

の核酸による遺伝子制御法がある。リボザイムは を

酵素的に切断する 核酸であり 人工的に設計 作製

することによりアンチセンス と同様 遺伝子発現を

抑制できる。リボザイムはアンチセンス と違い細胞

内での非特異的作用がなく ターゲット遺伝子への特異性

が高く 癌や など各種難治性疾患への新しい遺伝

子治療法として開発が進められている。

しかしリボザイムは 構造であるため 単独では生

体内で速やかに分解されてしまうという欠点がある。われ

われはラットの -β の二次構造を解析して標

的部位を選択し ラット -β に対するハン

マーヘッド型リボザイムを分子設計した。このリボザイム

は生体内においてより安定して作用するように -

キメラ型のリボザイムに合成され核酸医薬として開

発されてきた 。

今回われわれは に対するリボザイムによる遺伝

子治療法の開発を目的として の進展において

-βが中心的な役割を果たしていると想定し 腹

膜硬化症モデルラットを作製し その腹腔内へ -β

に対するリボザイムを投与して -βの発現を抑制す

ることを試み 腹膜の肥厚と硬化への影響を観察して生体

レベルにおけるリボザイムの効果を検証した。

材料および方法

ラット -β に対するリボザイムの合成

われわれはラット -β の二次構造を解析し

て がループ構造をとり その切断により立体構

造が大きく変化すると考えられる部位にある 配列を

特定し その領域を認識して切断する 塩基から成る

- キメラ型ハンマーヘッド型リボザイムを合成

した( )。このリボザイムは切断酵素活性を持った

保存配列( の下線)のみ 構造で 他の塩基を

構造として核酸合成機で合成し さらに 分解

酵素に耐性を持たせるために 末端から 塩基間を

型( の＊)に化学修飾した。またリボ

ザイムのコントロールとして リボザイムの切断活性部位

の塩基配列を 塩基のみ置換した( から に)ミスマッ

チリボザイムを合成した( )。

腹膜硬化症モデルラットの作製

すべての動物実験は 年の学術会議決議による実験

動物取り扱い指針に基づいて行われた。

既報の方法に基づき 週齢雄性 体重約 の

- ラット( ラット 日本クレア 東京)

に対して グルコン酸クロルヘキシジン エタ

ノール 生理食塩水混合液(以下 )を 日 回
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ずつ腹腔内へ 日間連日投与して腹膜硬化症モデル

ラットを作製した。

腹膜組織へのリボザイムの移行性の検討

を 日間腹腔内へ投与し 第 日目にラット

-β をターゲットとした -

( )ラベルしたキメラ型リボザイム μ を

μ の ( )

をデリバリー試薬に使い 製品プロトコールに沿って調整

後 腹腔内へ投与した。投与 時間後に解剖し腹膜組織

を摘出 新鮮凍結切片を作製して腹膜組織へのリボザイム

の取り込みを蛍光顕微鏡( - )下に組織学

的に検討した。

腹膜硬化症モデルラットへのリボザイムの投与

以下の 実験群を設けた。

)生理食塩水( ： ) を腹腔内へ連

日 日間投与する群 匹

) 溶液 を連日 日間腹腔内へ投与する

群 匹

) 溶液 を連日 日間腹腔内へ投与し 実

験開始 日目にミスマッチリボザイム μ を単回腹腔

内へ投与する群 匹

) 溶液 を連日 日間腹腔内へ投与し 実

験開始 日目に -β に対するリボザイム

μ を単回腹腔内へ投与する群 匹

なお ラット -β をターゲットとしたリボザ

イムまたはミスマッチリボザイム μは μ の

をデリバリー試薬に使い腹腔内へ投与した。

腹膜組織摘出

実験開始第 日目にラットを安楽死させ 壁側腹膜を

腹直筋と一括して摘出 直ちに一部は 抽出用に－

°に保存し 残りの腹直筋については リン酸緩衝パ

ラホルムアルデヒド溶液(

)にて固定後 パラフィン切片を作製した。

組織学的検討

各個体の組織切片は 染色を行い 光

学顕微鏡にて腹膜組織の形態変化を観察した。

腹膜肥厚度の計測

各標本について 染色において青色

に染まる線維化部位を腹膜表面から腹直筋表層まで垂直に

ランダムに カ所計測して平均値を計算し 各群間の腹

膜肥厚度を統計学的に検討した。

組織からの 抽出

凍結した腹直筋の腹膜表面を × の大きさに統一

して腹直筋も含めて切り出し(重量約 ) 抽出

試薬 (

)を 加え メス刃にて細かく断片化して

から組織をホモジナイズし その後 法 にて

を抽出した。抽出した は滅菌水を加えて最終

濃度 μ/μ の 溶液とした。

作製

抽出した μ に対して逆転写酵素

( )

単位 ランダムプライマー( μ )

μ × - バッファー( ) μ

丸山範晃 他 名
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Ａ：Ribozyme specific to rat TGF-β mRNA

Ｂ：Mismatch ribozyme.Mismatch ribozyme contains a single altered base(A to C)in the catalytic loop region.



μ ( ) μ

( ) μ および精製水を加

えて総量 μ として サーマルサイクラーにて

を作製した。

- 測定

腹膜組織に発現している -β

を定量する目的にて

(

)を使用して定量 - を施行した。定量に

あたっては ラット -β ラット ラット

に対するプライマー・プローブ混合液(

-β： -

：

-

)を使用した。 ウェル当たり

の反応液の組成は 作製したサンプル μ

( ) μ

( )

μ および精製水を加えて総量 μ として

法にて測定した。測定した -βの値は内

在性コントロールである にて補正後

( )法( #

)を用いて定量測定を行った。

統計処理

上記の 実験群に対して 多群間解析を -

検定および 検定にて行った。 ＜ を有意と

し 統計解析は (

)を使用した。

結 果

腹膜組織へのリボザイムの取り込み

腹腔内へ投与された ラベルをしたキメラ型リボ

ザイムが腹直筋表層の腹膜組織層に取り込まれていること

が蛍光顕微鏡下の観察にて確認された( )。また 腹

直筋においても筋細胞内へのリボザイムの取り込みが観察

された( の矢印)。

腹膜構造の変化

生理食塩水のみを投与した群においては( ) 腹

膜中皮細胞は 層のままであり 腹膜肥厚の所見は見られ

なかった。 のみ投与した群( ) および

ミスマッチリボザイムを投与した群( )では腹膜中

皮細胞下から筋層の間の細胞成分が著明に増加し 新規血

管形成も著明に生じ 全体として明らかな腹膜の肥厚を形

成した。一方 およびリボザイム投与群( )に

おいては腹膜中皮細胞下から筋層までの間の細胞成分の増

加は目立たず 膠原線維の増生および新規血管形成も抑制

されており 間質の浮腫様所見が観察された。また 表層

- ( )- -

-β

Ａ：A fresh frozen section image of the anterior abdominal wall.Control bright field(Magnification,×200)

Ｂ：A tissue section image with a fluorescence microscope.(White arrows indicate the distribution of FITC-labeled ribozymes in
 

muscle cells)(Magnification,×200)
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の腹直筋細胞には変性および萎縮の所見が他群よりも強く

観察された。

腹膜肥厚度

に腹膜肥厚度の定量比較を示す。 およびリ

ボザイム投与群の腹膜肥厚は 単独投与群に比べて

有意に(＜ )抑制され また およびミスマッチ

リボザイム投与群に比べても有意に(＜ )抑制されて

いた。

リボザイムの -β 発現への作用

に -βに対する - キメラ型リボザ

イムの -β 発現に対する効果を示す。

およびリボザイム投与群では 単独投与群に比べて有

意に(＜ ) -β の発現が抑制され また

およびミスマッチリボザイム投与群に比べても有意

に(＜ ) -β の発現が抑制されていた。

リボザイムの 発現への作用

に -βに対する - キメラ型リボザ

イムの 発現に対する効果を示す。

およびリボザイム投与群では 単独投与群に比

べて有意に(＜ ) の発現が抑制され

た。

考 察

今回われわれは -βの発現を特異的に阻害する

- キメラ型リボザイムを腹膜硬化症モデルラッ

トの腹腔内に投与して 腹膜の組織学的な変化および

-β と の発現量の変化を

Ａ：Treated with NS for14days

Ｂ：Treated with CHX for14days

Ｃ：Treated with CHX for14days and mismatch ribozyme on day4

Ｄ：Treated with CHX for14days and the ribozyme specific to TGF-β mRNA on day4

All sections were stained with Masson’s trichrome.(Magnification,×200)
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検討した。その結果 リボザイムを投与した群の腹膜組織

では腹膜の肥厚 線維化 硬化が著明に抑制されていた。

また リボザイム投与群の腹膜組織中では -β

の発現が有意に抑制され の発

現も有意に抑制されていた。この結果より 腹腔内に投与

されたリボザイムが -βの発現を抑制し 組織線維

化の過程において -βの下流因子で細胞外マトリッ

クス蛋白の一つである の発現も抑制している

ことが示され 組織線維化の一連の過程が上流に位置する

-βの発現抑制によって抑制されて 組織所見におけ

る腹膜の肥厚 線維化 硬化の抑制に至ったものと考えら

れた。 らは アデノウイルスをベクターとし

て -β遺伝子をラット腹腔内において過剰に発現さ

せたところ 腹膜の肥厚と硬化が惹起されたことを報告し

ている。今回のわれわれの結果および らの報告

などから -βの発現増加が腹膜肥厚や硬化において

中心的な役割を果たし 著明な組織学的な変化を生じさせ

ることが明らかになった。

また今回の実験において およびリボザイム投与

群の組織所見では 腹膜の線維化と硬化は抑制されたもの

の 表層の腹直筋細胞に変性および萎縮の所見が明らかに

観察された。一方 単独投与群 およびミス

マッチリボザイム投与群では著明な腹膜肥厚および硬化が

観察されたが 腹直筋細胞への細胞傷害の所見は少なかっ

た。これは リボザイム投与群の腹腔内において

-β

Data are mean±SD.

p＜0.001 CHX with ribozyme vs.CHX alone.

p＜0.01 CHX with ribozyme vs. CHX with mismatch rib
 

ozyme

-

-β

-β

The amount of mRNA expression was determined by quantita
 

tive real-time PCR analysis.

Data are mean±SD.

p＜0.01 CHX with ribozyme vs.CHX alone.

p＜0.05 CHX with ribozyme vs.CHX with mismatch ribozyme

-

-β

The amount of mRNA expression was determined by quantita
 

tive real-time PCR analysis.

Data are mean±SD.

p＜0.05 CHX with ribozyme vs.CHX alone.

-
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による強力な細胞傷害作用の存在にも関わらず -β

の発現がリボザイムによって強力に抑制された結果 腹膜

中皮細胞下の線維化が発達せず に対する防御反応

が取れなかったために直接表層の腹直筋細胞へ傷害が及ん

だためと考えられた。

-βは創傷や組織傷害で発現が亢進し 傷害部位を

修復するため細胞外基質を増生させ 過剰になると線維化

や硬化性変化が起こってくる。今回の動物実験レベルにお

ける組織所見からは 腹膜の肥厚が有害な刺激から細胞を

保護している可能性があることが示唆された。この実験所

見より 腹膜透析患者に生じる腹膜硬化症も 生体非適合

性の腹膜透析液に対する生理的な防御反応による組織変化

であることが類推された。現在 腹膜硬化症の延長線上に

があるのではなく この つは別の病態であるとい

う考えもあり 腹膜硬化の抑制が腹膜透析患者にとって

有利なことであるのか また の発症予防に役立つの

か などといった詳細についてはいまだ明らかになってい

ない。一方 発症後の病態においては 明らかに生

理的防御反応を超えた過剰な細胞外基質の増生が生じるた

め 積極的な腹腔内の線維化や硬化の抑制が望ましいと考

えられた。

現在 発症後の治療法として副腎皮質ステロイド

の使用報告が多く集積されているが 川西ら による本

邦における に対する多施設前向き調査の報告では

約半数にしか効果が認められなかった。ステロイドは 炎

症反応全般を抑制することによって細胞外基質の過剰産

生 析出状態を抑制し有効であると考えられるが 中山ら

は ステロイドは炎症を伴わない時期に進展する癒着に

対する効果は期待できず ステロイドとは別の線維化を抑

制する治療手段が必要であると述べている。今後の

治療の方向性として の発症および進展に関与する

サイトカインを明らかにし サイトカインレベルでの線維

化の抑制が治療において有効になると考えられる。

リボザイムは 核酸であるため 分解酵素に

よって分解されやすい欠点があり 核酸分解酵素に対する

耐性を上げる課題がある。今回われわれが合成した

- キメラ型リボザイムは 切断活性のある保存

配列のみを とし他の塩基配列を に変更し ま

たリボザイムの 末端を 型に化学修飾

して 分解酵素に耐性を持たせるような工夫を行っ

た。また リボザイムを実際の医薬品として使用する場

合 リボザイムの生体への投与方法をどうするかという課

題がある。リボザイムを標的組織に特異的に作用させるた

めには組織への局所投与が望ましいが 実際の生体では困

難であり 組織特異性を持つベクターなどの開発が今後の

課題となる。核酸医薬のなかでリボザイムはターゲット遺

伝子に対する特異性と副作用の少なさなどの利点があり

今後上記課題を解消できれば 実際の医薬品として登場す

ると考えられる。

今回われわれが開発した -β に対する

- キメラ型リボザイムは生体内において失活せ

ず強力に作用して 線維化の過程に関わる主要なサイトカ

インである -βの発現を抑制し 過剰な細胞外基質

の産生を抑制することを確認した。今後はリボザイム投与

のタイミング 投与量 安全性などについて検討を重ねて

いくことによって に対するリボザイムによる遺伝

子治療法が開発できる可能性があると考えられた。

結 語

今回われわれが開発した -β に対する

- キメラ型リボザイムは の主要な病態で

ある細胞外基質の過剰な産生 堆積 線維化の過程におい

て中心的に働く -βを生体内において特異的に抑制

できることが明らかになった。このリボザイムの効果は

ステロイドなどを使用する従来の治療法に比べてより選択

的に の病因に対して加療することを可能とし

の新規の有効な治療手段になり得ると考えられた。

本論分の要旨は第 回腎不全病態治療研究会( 年東京) 第

回日本腎臓学会学術総会( 年横浜) 第 回日大医学会例

会( 年東京) 第 回腎不全病態治療研究会( 年東京)にて

発表した。
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