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研究成果の概要（和文）：心血管系の石灰化は透析患者の死因の第 1 位である心血管系合併症

を引き起こす要因の 1つであり、血管の石灰化を制御することが患者の合併症を予防し、死亡

危険率を下げるのに必要不可欠であり、本研究に於いて透析患者の多くが罹患する高リン状態 

で石灰化が誘導されることと、さらには血管内膜障害で石灰化誘導が増強されることを証明し 

た。冠状動脈血管内膜剥離術後石灰化予防のためは、特に高リン状態を改善する必要があるこ

とが示唆された。 

研究成果の概要（英文）：The cardiovascular calcification is one of the factors to cause the 

cardiovascular complication that is the first place of the cause of death of the hemodialysis patients. 

Therefore to control the vascular calcification prevents the complication of the patient and becomes 

lower the death rate of the patients. In this study, it was confirmed that vascular calcification was more 

strongly induced in the high serum phosphorus that most of hemodialysis patients contracted a disease 

with endothelial injury. It was suggested that it was necessary for the calcification prevention after 

endarterectomy to improve hyperphosphatemia in patients. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）心血管系の石灰化は透析患者の死因の 

第1位である心血管系合併症を引き起こす原 

因の1つであり透析患者において血管の石灰 

化を制御することが患者の合併症を予防し、 

死亡危険率を下げるのに必要不可欠である。 

（２）血管石灰化には末期腎不全患者や閉塞 

性動脈硬化症患者に認められるメンケベル 

グ型石灰化がある。これは動脈中膜の平滑筋 

にカルシウム・リンを含むハイドロキシアパ 
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タイトが沈着して石灰化するタイプで、特に 

末期透析患者で高リン血症＋二次性副甲状 

腺亢進症を合併している患者には必発であ 

る。 

（３）メンケベルグ型石灰化の主因は血管平 

滑筋細胞の骨芽細胞様細胞への形質転換に 

ある。しかしメンケベルグ型石灰化における 

血管平滑筋細胞の骨芽細胞様細胞への形質 

転換因子の同定に関する知見は未だない。 

 

２．研究の目的 

（１）カルシウム・リン酸塩沈着から分子レ 

ベルでの石灰化への解明 

血管石灰化ということは古くから問題とな 

っていたが病理学的には不明な点が多かっ 

た。血管の石灰化は高カルシウム、高リン血 

症による単なる物理的なカルシウムリン酸 

沈着によりできる異物的なものではなく、骨 

関連タンパクBMP-2(bone morphogenic prot 

ein)osteopontinやosteocalcinなどが石灰 

化部位にその存在が証明され（Shanahan GM, 

et all:circulation100:2168-2167,1999）、 

次第に血管平滑筋細胞あるいは血管壁細胞 

の軟骨化・骨化メカニズムによる分子レベル 

での生成物であることがわかってきた（Cher 

tow GM,et al:J Am Soc Nephro 14(9)2003 

血管石灰化現象は遺伝子ルでの解明が進み 

病理学的に関心度が高まってきたと思われ 

る。この石灰化のメカニズムの解明と末期透 

析患者の病態として多い高リン血症が血管 

石灰化に及ぼすメカニズムの解明を行う。 

（２）血管平滑筋細胞の骨芽細胞様形質転換 

血管石灰化周囲の血管平滑筋細胞が骨芽細 

胞のマーカーであるＡＬＰや骨芽細胞の分 

化に必須の因子cbfa-1を発現していること 

が報告され（Chen, NX et all:Nephrol Di 
al Transplant. 2006 Sep 27）、骨芽細胞様 

細胞に形質転換する原因や因子の同定が本 

研究の目的である。 

（１）（２）より血管石灰化のメカニズム（特 

に高リンが及ぼす影響）の解明と骨芽細胞様 

細胞に形質転換する原因の究明が本研究の 

目的である。 

 

３．研究の方法 

 （１）ラット血管培養系を用いた石灰化誘
導実験(高リン負荷実験) 

①コントロールとして雄性 Sprague-Dawley

ラット（９週齢）より大動脈を摘出し、数ミ
リ長の切片とし培養液（DMEM:P 濃度
0.9mM）中にて１０日間培養を行った。 

②石灰化モデルとして①と同様にラット大
動脈切片を用いて培養液中に 1M NaH2PO4

を添加し、培養液中の P 濃度を 3.8mM に上

昇させ石灰化を誘導させた。1,3,5,7,10 日間
培養を行った。 

③組織学的および分子生物学的手法を用い
た解析 

 ①②で得られた切片を用いて、パラフィン
固定切片を用いてH.E染色および von Kossa

染色を行い石灰化の評価を行う。 

 また同様に①②で得られた血管を 10％ギ
酸にて溶解し o-cresolphtalein compleone 

method(C-test,WAKO)にてカルシウム含量
を測定し石灰化の程度を定量化する。 

④培養血管石灰化のメカニズムの解析 

 石灰化誘導モデルにおいてナトリウム依
存性リントランスポーター阻害剤（ＰＦＡ）
を添加し、細胞内へのリンの取り込みを阻害
し、その効果を検討した。 

⑤血管石灰化とアポトーシスとの関係 

 Tunel 染色を行い、経時的なアポトーシス
の誘導を検討した。 

次にカスパーゼ阻害剤（ZAVD）を石灰化
誘導モデルに添加しその効果の検討を行っ
た。 

（２）血管内膜障害が血管石灰化に及ぼす影
響の検討 

 摘出した大動脈内にバルーンカテーテル
を挿入し、1 気圧 30 秒間で内膜障害を誘導し、
血管石灰化に与える影響を組織学的、分子生
物学的に検討した。 

 
４．研究成果 
（１）ラット血管培養を用いた石灰化誘導は
以下の図に示すとおり、高リン負荷で１０日
間培養すると、血管中膜に石灰化の誘導を強
く認めた。また血管に含まれるカルシウム含
量を定量化するとコントロールに比べて明
らかに有意に増加していた（data not shown）。 
培養血管において、高リン負荷で石灰化の誘
導が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）リン負荷の誘導のメカニズムとしてリ
ントランスポーター（Pit-1）の mRNA の増加
が高リン負荷で認められたため、この阻害剤



 

 

であるＰＦＡを添加し細胞内へのリンの取
り込みを阻害することで培養血管の石灰化
を改善することが可能であった。以下図に示
しますように組織内の石灰化同様にカルシ
ウム含量も有意に減少した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）以上より細胞内リンの吸収で石灰化が
誘導されることが証明されたが、石灰化がど
のようにして生じるか検討をした。論文等で
議論されている血管平滑筋細胞が骨芽細胞
様に形質転換されているか骨関連遺伝子の
mRNA（cbfa-1,OCN,OPN）の発現を検討したが
有意な差を認めなかった。 
 次に tunel 染色を行い、アポトーシスが石
灰化に関与しているかを検討した。以下の図
に示すように、石灰化を誘導した血管中膜層
に tunel 陽性細胞の増加を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また tunel陽性細胞はリントランスポーター

阻害剤で有意に減少した。 
（４）アポトーシスを抑制することで血管石
灰化に与える影響を検討するために、カスパ
ーゼ阻害剤(ZVAD)を添加して検討した。 
以下の図に示すように石灰化の抑制を認め
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（１）～（４）より血管培養系において高リ
ン負荷は血管中膜の石灰化を誘導し、そのメ
カニズムの一つとして細胞内のリン流入が
アポトーシスを引きおこし、石灰化に何らか
関与していることが示された。 
（５）血管内膜障害が血管石灰化に及ぼす影
響の検討についてはバルーンカテーテルを
挿入し、内膜障害を誘導することで血管石灰
化を促進することがわかった。以下に図に示
すように内膜障害３日目でアパトーシスが
誘導され、石灰化が高リン負荷のみでは１０
日で誘導されていたのが、３日目で誘導され
るようになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
ラット大動脈血管培養系において、高リン負
荷は血管石灰化を誘導し、そのメカニズムと
してはリンの細胞内に流入することで細胞
内で何らかのシグナル伝達が生じ、カスパー



 

 

ゼ活性を引きおこしアポトーシス誘導し石
灰化を引きおこすと考えられる。以前から想
像していた血管平滑筋細胞の骨芽細胞様形
質転換は本研究のプロトコールでは確認で
きなかった。今回研究目的の骨芽細胞様形質
転換因子を同定するためには培養系での血
管平滑筋細胞の骨芽細胞様に形質転換する
実験系の開発が待たれる。 
 次にバルーンによる内膜障害で血管中膜
でのアポトーシスが誘発され、石灰化が促進
されたことは、内膜障害により何らかの細胞
内シグナルが生じアポトーシスを誘導した
と考えられる。このことは臨床の現場に於い
ては特に透析患者さんではＰＴＡ治療後に
は、十分石灰化誘導がおこりうると考えられ、
高リン状態の是正が重要となることを示唆
している。 
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