
緒 言

腹膜透析の主な問題点として 機能的形態的な腹膜の変

化や ( )などの合併症

により 長期的継続が困難であることがあげられる。

腹膜の主な構成細胞である中皮細胞の障害や変性が腹膜

の変性に影響すると考えられており 腹膜の劣化や

早期診断の指標として

( ) のほか 排液中の や Ⅲ など

が報告されている。また 排液細胞診による細胞面積の検

討から 腹膜中皮細胞面積が腹膜透析期間に比例して有意

に増大すること および大型ないし異型中皮細胞の出現が

腹膜組織障害や回復の指標となりうると報告されている 。

しかし これら指標自体の信頼性 限られた検査施設 測

定方法の簡便性などの問題が多く残されている。腹膜機能

の評価や の予測には 中皮細胞を含めた腹腔内全細

胞の状態を把握することができ かつ臨床現場で簡便に測

定できることが要求される。

( )は 検体中の全細胞を検査する

ことが可能である。その原理は まず 蛍光染色した細胞

を浮遊液の状態にして細い管を通過させ これにレーザー

光線を当てる。細胞に当たった光は散乱光と蛍光の 種類
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となる。散乱光のうち 直進方向(前方)

( )は相対的な細胞の大きさを 直進方向(側方)

( )は細胞の内部構造を反映する。一方 蛍光強

度は細胞の生物学的特徴( 量 細胞表面抗原量 細

胞内抗原量など)を反映し 蛋白量 アポトーシスや細胞

周期などを測定できる。

今回われわれは 腹膜透析排液中の細胞を にて測

定し 腹膜機能と中皮細胞の関係をはじめとして若干の知

見を得たので報告する。

対象と方法

対 象

当院で腹膜透析を行っている患者 名(男性 名 女

性 名)を対象とした。患者の年齢は平均 歳( ～

歳) 腹膜透析期間は平均 カ月(～ カ月)であった。

そ し て ： ( /

)は ± ( ～ ) 原疾患は慢性糸球

体腎炎などであった。腹膜透析方法は 名

名 洗浄のみ 名であった。全例 ほかに重篤な

合併症はなく安定した状態にあり バクスターないしはテ

ルモの腹膜透析システムを使用していた。検査にあたって

患者から文書にてインフォームド・コンセントを得た。患

者の概要を に示した。

方 法

Ａ

らの方法に従い 腹膜透析液(ダイア

ニール - バクスター 東京 ないしミッドペ

リック テルモ 東京) を 時間停滞し /

を求めた 。

Ｂ

中皮細胞に対し 標識抗 抗体 マクロ

ファージ リンパ球 そして顆粒球に対し 標識抗

抗体と 標識抗 抗体にて標識した 。中

皮細胞は抗 抗体に陽性であるが 抗 と

抗体には陰性である。マクロファージは抗 と

抗体に陽性である。リンパ球は抗 抗体に陽性であ

るが抗 に陰性であり 同時に顆粒球は抗 抗

体に弱陽性であるが抗 抗体に陰性である 。

による細胞測定を(株)エスアールエルに依頼し

た。検査方法の概略は以下の通りであった。

使 用 試 薬：以 下 の 試 薬 を 使 用 し た。 -

Case Gender  
Age

(years)
Cause 

Period

(month)
D/P  BUN

(mg/d )

Cr

(mg/d )

Ultra
 

filtration

(m)

Urine

(m)

Ca

(mg/d )

P

(mg/d )

IPTH

(pg/m)

Hb

(g/d )

Hct

(%)

1 M 59 CGN 25 0.7 33 12.6 200 130 9.6 3.8 84 10 29.2

2 M 33 IgAN 6 0.7 67 14.65 300 2,000 7.7 7.6 140 8.1 24.3

3 M 56 CGN 62 0.53 76 16.23 400 1,300 10.6 8.1 440 10.6 31.9

4 M 68 CGN 38 0.69 35 9.7 400 0 10.3 2.8 131 10.7 32.1

5 F 55 CGN 84 0.87 31 8.32 600 100 10.1 4.7 130 7.6 24.2

6 F 65 CGN 7 0.54 54 9.42 900 50 8.7 5.7 690 7.9 24.3

7 M 49 IgAN 32 0.74 107 9.1 0 1,300 8.6 5.1 357 9.4 29.2

8 F 61 NL 89 0.7 40 8.13 600 0 9.6 4.3 569 12.7 40.1

9 M 77 CGN 7 0.64 27 9.59 500 200 8.8 3.2 120 10.7 30.8

10 F 55 NIDDM 66 0.72 30 5.42 600 100 8.7 3.5 170 9.6 29.4

11 M 55 NIDDM 45 0.7 31 8.62 800 200 9.2 3.7 120 10.8 33

12 M 57 NS 54 0.73 35 11.35 800 0 9.2 4 247 8.2 24.9

13 M 45 IgAN 24 0.51 57 13.97 700 600 10.4 5.2 180 11.3 33.6

14 M 62 NIDDM 2 0.67 57 12.89 800 1,000 8 6.8 140 8.3 24.9

15 M 51 CGN 84 0.6 64 15.16 1,500 0 10.6 5.6 345 11 33.8

16 M 62 NIDDM 19 0.7 63 12.26 1,100 300 9.9 5.6 92 9.3 28.2

17 M 55 CGN 12 0.63 59 16.99 700 50 10.3 6.1 302 7.4 23.5

18 M 55 NIDDM 30 0.71 56 8.96 2,000 450 9.3 5 47 9.1 26.7

Abbreviations：PD,peritoneal dialysis；M,male；F,female；D/P,D/P creatinine；BUN,blood urea nitrogen；Cr,creatinine；

Ca,calcium；P,phosphorus；IPTH,intact-parathyroid hormone；Hb,hemoglobin；Ht,hematocrit；CGN,chronic glomerulone-

phritis；IgAN,IgA nephropathy；NL,nephrolithiasis；NIDDM,non-insulin-dependent diabetes mellitus；NS,nephrosclerosis
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( ) - ( 東

京) - ( 東京) -

(自家調製) 細胞固定・浸透試薬( ：

) - ( 東

京)

測定機： ( 東京)を用いて

測定し ( 東京)を用いて解析

した。

処理手順：

検体調整； 腹膜透析液 を夜間約 時間以上貯留

した後 排液を回収した。腹膜透析排液を の遠沈管

に分注し 室温で 分間遠心し沈 を回収し

た。回収した細胞成分を室温で 分間 -

で遠心洗浄した。 × / 以下になるように -

で細胞数を調整し調整検体とした。

反 応；調整検体を - - と °で

分間反応させた。次に ° 分間 -

で遠心洗浄した。細胞固定試薬( 液)

を添加し室温で 分間固定処理を行い °

分間 - で遠心洗浄した。細胞固定試薬(

液)とブロッキング液(正常ウサギ血清)を添加し

室温暗所で 分間放置した。 - を添加し

室温で 分間反応させ - で 回 °

分間 遠心洗浄した。沈 を の - に

浮遊させ - を添加した。

検体を で測定し を用いて

解析した。

統計学的処理

測定値を平均±標準偏差で表示した。また 腹膜透析排

液全細胞中の 陽性率を以下の数式で求めた。

陽性率( )＝ 陽性細胞数/排液

全細胞数×

また 群間の相関関係は単回帰分析にて検定を行い

は の相関係数を示した。分析では危険率( )

未満を統計学的有意とした。

基礎的検討

再現性の検討： 名の患者を対象として 上記の方法で

それぞれ 回ずつ高井が測定し

( )を検討した。

形態的検討：上記方法と同様に検体調整し

- で標識した。核染色のため

溶液( / )(自家調整)を μ添加した。この調整し

た検体の適量をスライドグラスにとり 蛍光顕微鏡

(ニコン 東京)を用いて観察し

顕微鏡デジタルカメラ (オリンパス 東

京)にて撮影した。

結 果

基礎的検討

調査前に行った再現性の検討として 陽性

率 そして 蛍光強度を測定した。

はそれぞれ であった。

また 形態的検討として一部の検体を蛍光顕微鏡で観察

a
 
b

 

Fluorescence micrographs of anti-cytokeratin fluorescein
 

isothiocyanate(FITC)staining for cytokeratin and propidium
 

iodine(PI) staining for double-stranded regions of both
 

deoxyribonucleic acid(DNA)and ribonucleic acid(RNA)are
 

shown.Anti-cytokeratin FITC and PI fluoresced with green
 

and red light respectively.(a and b,×400)

ａ：Normal mesothelial cell：Cytokeratin existed in the
 

cytoplasm of mesothelial cell.

ｂ：Dyskaryotic and giant mesothelial cell.
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し 陽性細胞が中皮細胞由来であることを確

認した( )。

腹膜透析排液細胞の解析

代表的な解析結果(症例 )を に記した。腹膜透析

排液中の細胞を測定し と を表示した(

)。

陽性細胞は独立した分布を示し( )

陽性率は ± ( ～ )であった。

次に ないし 陽性の細胞を表示したと

ころ 強陽性細胞と 強陽性細胞はそれ

Cytokeratin-positive cells
 

are shown as brown dots.

Ａ：Cytokeratin was used to
 

identify mesothelial
 

cells.

Ｂ：Mesothelial cells were
 

gated by cytokeratin/

side scatter(SSC). By
 

gating on cytokeratin
 

positivity along  with
 

SSC,the gated cells did
 

not include high number
 

of other cells.

Ｃ：CD45of mesothelial cells
 

were negative.

Ｄ：CD14of mesothelial cells
 

were negative.

Ｅ：Forward scatter(FSC)

histogram of mesoth-

elial cells

Ｆ：Fluorescence intensity
 

of cytokeratin of meso-

thelial cells
 

Abbreviations：FSC,forward
 

scatter；SSC,side scatter；

FITC, fluorescein isoth-

iocyanate
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ぞれ独立した細胞群を示した(

)。また 陽性細 胞 と

陽性細胞を比較したところ 同様

に独立した分布を示した( )。

細胞の大きさの分布解析のため

陽性細胞の を求めた

( )。全患者の は ±

( ～ )であった。

腹膜透析の経過を経て中皮細胞の形態

は変化し 含有量および

蛍光強度がそれに伴い変化

する 。 蛍光強度を調査した

ところ 全患者の蛍光強度は ±

( ～ )で あった(

)。

各症例の解析結果( 陽性細

胞の 蛍光強度または

陽性率)を / と

比較したところ すべてに相関関係を認

め 回帰直線が得られた( ～ )。

/ は と正の相関関係

を示した( )が 蛍光

強度または 陽性率とは負の

相関関係を示した( )。

各症例の解析結果( 陽性細

胞の 蛍光強度または

陽性率)を腹膜透析期間と比

較したが相関関係を認めなかった。

考 察

われわれは腹膜透析排液を採取し 抗

ないし 抗体に

て標識した後 にて測定した。

陽 性 細 胞 は マ ク ロ

ファージ 顆粒球やリンパ球と異なる分

布を示す独立した細胞集団であった。

/ は と正の相関関係

を示したが 蛍光強度また

は 陽性率とは負の相関関係

を示した。

一方 腹膜透析期間と 蛍光強度または

陽性率の間に相関関係を認めなかった。

陽性細胞は ないし 陽性細胞

と異なる細胞集団であることを示した( )。腹膜

透析排液中には 主として マクロファージ リンパ球

/

Ａ：Positive correlation between D/P creatinine and forward scatter(FSC)of
 

cytokeratin-positive cells

Ｂ：Negative correlation between D/P creatinine and fluorescence intensity of
 

cytokeratin-positive cells

Ｃ：Negative correlation between D/P creatinine and percentage of cytokeratin-

positive cells
 

Abbreviations：R,Pearson’s correlation coefficient；FSC,forward scatter；D/P
 

Cr,D/P creatinine
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好中球 そして中皮細胞が存在する 。中皮細胞の細胞質

内には が存在し 抗 抗体にて染色

される 。年数とともに出現する異常な中皮細胞も抗

抗体にて標識され では抗 抗

体にて中皮細胞をマクロファージ リンパ球 そして好中

球から鑑別することができる 。腹膜透析排液中の細胞数

や による分布解析および蛍光顕微鏡を用いた形態観

察( )から にて認識された 陽性細

胞は中皮細胞ないし中皮細胞由来の細胞とほぼ一致すると

考えられた。

われわれは が細胞の大きさを表すことから 中

皮細胞の を測定した。細胞に当たったレーザー光線

の散乱光から を測定しているため は細胞の断

面的な大きさを表しているが 必ずしも断面積や体積と比

例していない。しかし 細胞の全体的な大きさの傾向を把

握し 細胞の種類の鑑別や全体的な分布の変化を比較する

ことが可能である。まず リンパ球は大きさがほぼ均一の

ため 各症例についてリンパ球の 分布を調査したと

ころ 各症例とも均一な分布を示した。一方

陽性細胞の は均一な分布を示さず( ) 中皮細

胞や中皮細胞由来の細胞は大きさが不均一であることが示

された。なお 測定誤差として は細胞の浮遊液屈

折率や細胞間距離の影響を受ける可能性があったため わ

れわれは細胞浮遊液の組成を一定に統一し かつ細胞濃度

を一定値以下とすることで できるだけ測定誤差を小さく

した。

山本らによれば 腹膜透析排液の中皮細胞面積は 腹膜

透析期間と強い相関関係にあり - 値とは弱い

正の相関関係にある。また 異常中皮細胞出現率と中皮細

胞面積も正の相関関係にあり 腹膜透析期間に相関した中

皮細胞面積の増加は 正常細胞および核異常細胞面積が増

加することと 異常細胞出現率が増加することが原因であ

ると報告されている 。われわれは中皮細胞の を測

定し / または腹膜透析期間と比較したとこ

ろ / と正の相関関係を認めた( )が

腹膜透析期間とは相関関係を認めなかった。次に 腹膜透

析期間と / を比較したが相関関係を認めな

かった。 は中皮細胞の面積や体積と必ずしも比例し

ないが 全体の傾向として中皮細胞の大きさを表してお

り 腹膜透析効率の指標となりうることが示された。ま

た 腹膜機能には 腹膜透析期間のみではなく 腹膜の個

人差 使用している透析液の や濃度 そして腹膜炎の

既往などの諸要因も影響するため 腹膜透析期間と相関関

係を認めなかったと考えられた。

中皮細胞は - -

の 種類に分類され 腹膜透析期間とともに

- の中皮細胞が減少し - が

増殖する。それぞれの形態の 蛍光強度を

にて測定したところ - は と

- よりも強く による各型細

胞の 量の比較では - は

や - よりも多く を含有して

いる 。われわれは 蛍光強度を測定し /

と比較したところ 負の相関関係を認めた(

)。 蛍光強度の減少は 中皮細胞が

- から や - へ変化してい

ることを示唆し / と負の相関関係にあった

ことから その形態変化により腹膜透析効率が上がると考

えられた。また に示したように 蛍光強度に

ピークが つ以上存在する症例と つ存在する症例を認め

た。中皮細胞の複数結合による蛍光強度の増強は 測定前

に検体をフィルターで濾過し予防した。さらに 顕微鏡で

検体を確認したが 中皮細胞の複数結合は認めなかった。

また 再検したが同様の結果を得た。本調査では ピーク

の数と症例の特徴に明らかな関連性は認めなかった。形態

的に複数の種類の中皮細胞が存在している可能性があり

今後も引き続き調査する予定である。

陽性率は / との間に負の相関

関係を認めた( )。中皮細胞数は腹膜炎を頻回に生

じる患者で高値であり 中皮細胞の の指標

になると報告されている 。 陽性率の減少は

中皮細胞の剥離が減少し 腹腔内細胞構成が変化している

ことを示しており 腹腔内細胞構成の変化に伴い /

の上昇を認めたと考えられた。また

陽性細胞率は腹腔内全細胞を対象とするため 測定誤

差が小さく 良い相関関係が得られたと推測された。

年の ガイドラインによれば の組織所見

は 中皮細胞の完全な剥離 線維芽細胞増加を伴うか も

しくは無細胞性のコラーゲン沈着を伴う中皮下間質の著明

な肥厚であり 炎症細胞浸潤も認めることがあるが全例で

はないとされている 。一方 の症例検討によれば

腹膜透析中止時の / が検討できた 例中

例が を呈しており 長期腹膜透析で

となる患者は になる可能性が高いと報告さ

れており 腹膜組織の劣化により / が影響

を受け の指標となりうると考えられている。今回
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示した の解析結果(中皮細胞の大きさ

蛍光強度または 陽性率)と / およ

び腹膜透析期間の比較から 中皮細胞の形態的変化や 中

皮細胞数の減少を含めた腹腔内細胞構成の変性 および腹

膜の荒廃 などの腹腔内変化は 必ずしも腹膜透析期間だ

けに影響されないが 腹膜透析機能へ影響することが示唆

された。すなわち 経年的な変化も含めた様々な要因によ

り 中皮細胞の大型化 - から

や - への形態変化が腹膜機能へ影響し 腹膜

透析効率が上がると考えられた。これらの腹腔内変化は

の指標となる可能性があり 今後組織標本と比較検

討する必要がある。また の測定値( や蛍光強

度など)は全体的な傾向の変化が重要であるため 今後

腹膜透析方法 腹膜透析液の や濃度 貯留時間などの

条件による影響や経時的変化を調査する予定である。

は抗体を変更することにより 中皮細胞以外の細

胞分布 サイトカイン アポトーシスや細胞周期なども測

定できるため 腹腔内の状態を多角的に検査することが可

能である。さらに 検査時の腹膜透析排液を検査に

用いたことで 患者の負担を軽くし 簡便に検査を行うこ

とができた。 を用いた腹膜透析排液細胞の分析は腹

膜変性の指標として また実地臨床において有効であると

言える。
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