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研究成果の概要（和文）：まず、慢性腎臓病の血管石灰化に対して最も重要な寄与因子である、リン負荷による
血管平滑筋細胞の石灰化の進展と骨芽細胞様形質変化を抑制できる因子をメカニズムとともに探索した。カルシ
ウム受容体刺激薬R568、チオ硫酸ナトリウム、エチドロネート、25水酸化ビタミンDの投与、リン制限、カロリ
ー制限の石灰化および骨芽細胞様形質変化の抑制効果を調べたが、エチドロネート投与とリン制限が最も効果が
高かった。しかしながら、ともに、石灰化を吸収するのに必要である単球の破骨細胞化に対しては抑制的で、今
回試みた治療では石灰化を退縮させるのは困難であることが明らかとなった。今後、更なる石灰化退縮治療の探
索が必要である。

研究成果の概要（英文）：Phosphate load is the most important contributor for vascular calcification 
in chronic kidney disease. First of all, I explored the treatments which can suppress 
phosphate-induced calcification and osteoblastic trans-differentiation in vascular smooth muscle 
cells. I examined the inhibitory effects of a calcimimetic agent R568, sodium thiosulphate, 
etidronate, 25-hydroxyvitamin D, phosphate restriction and caloric restriction on phosphate-induced 
calcification and osteoblastic trans-differentiation in vascular smooth muscle cells. The 
administration of etidronate and phosphate restriction were most effective. However, their effects 
on the differentiation of monocyte to osteoclastic cell, which is necessary for absorption of 
calcification, were also suppressive. These results revealed it is difficult that calcification 
inhibitors, which I examined, regress vascular calcification. In future, the further exploration for
 candidates of calcification regressor is necessary. 

研究分野： CKD-MBD
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１．研究開始当初の背景 
 
 我が国の慢性腎臓病患者はおよそ 1300 万
人と非常に多いことに加え、慢性腎臓病は心
臓血管病の発症や死亡の危険因子で、慢性腎
臓病が進行すればするほど心臓血管病のリ
スクが高くなることが明らかにされている。
実際、末期腎不全患者の死亡の主因は心臓血
管病となっている。しかしながら、この理由
として高血圧や高脂血症などの古典的リス
クの増悪だけでは説明がつかず、慢性腎臓病
に特有な合併症である慢性腎臓病に伴う骨
ミネラル代謝異常(CKD-MBD)の関与が示唆さ
れている。この CKD-MBD では、ミネラルバラ
ンスおよび骨代謝の長期的な異常に伴い、血
管石灰化が進行し、心臓血管病の発症や死亡
の危険度が高くなることが報告されてきた。
したがって、慢性腎臓病における心臓血管病
の発症・死亡を抑制するためには、血管石灰
化の発症・進展を抑制することが重要となる。 
 これまで血管石灰化の進展因子について、
リンの蓄積やカルシウムの負荷などが報告
されており、リン負荷によって血管平滑筋細
胞が骨芽細胞様細胞に形質変化することが
明らかとなっている。したがって、血管石灰
化の進展抑制治療として、食事によるリン摂
取制限、非カルシウム含有リン吸着薬の投与
による腸管からのリン吸収抑制などが行わ
れているが、一旦形成された血管石灰化が退
縮したという報告はほとんどなく、カルシフ
ィラキシスにおける血管石灰化の治療とし
て、カルシウム受容体刺激薬やビスフォスフ
ォネート製剤、チオ硫酸ナトリウムの投与な
どが報告されているに過ぎない。 
 増悪刺激の中止により血管石灰化が退縮
したとされる２つの動物実験では、血管石灰
化の周辺部に単球が存在することが報告さ
れており、血管石灰化の部位では、骨と同様
に、骨芽細胞様細胞が石灰化を形成する機構
に加え、破骨細胞様細胞によって石灰化が吸
収される機構が存在し、両者のバランスで石
灰化量が規定されていると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、慢性腎臓病において発症
頻度が高く、生命予後に悪影響を及ぼすが、
治療法が明らかとなっていない血管石灰化
を退縮させる治療およびそのメカニズムを
明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
 
 ヒト血管平滑筋細胞を DMEM +10%FCS で培
養し、リンを１週間あるいは２週間負荷する
ことによって石灰化を誘導した。 

まず、この in vitro 血管石灰化モデルに
対して、石灰化の発症・進展を抑制すること
が報告されている、カルシウム受容体刺激薬
R-568 10-9～10-5M やチオ硫酸ナトリウム 1～
100μM、ビスフォスフォネート製剤であるエ
チドロネート 1～10μM を投与し、石灰化お
よび血管平滑筋細胞の骨芽細胞様形質転換
の抑制効果を確認した。 
次に、１週間リンを負荷することによって

石灰化および骨芽細胞様形質転換を誘導し
た後に、リン負荷を継続したままか、あるい
は中止をして、石灰化の発症抑制効果が強か
ったエチドロネート 1～10μM の投与をし、
石灰化の進展抑制効果、血管平滑筋細胞の骨
芽細胞様形質転換のreversibilityを検討し
た。 
さらに、ヒト末梢血単球を培養し、RANKL

および M-CSFを添加して破骨細胞様細胞に誘
導した。P 負荷および P 負荷の中止、石灰化
の発症抑制効果が強かったエチドロネート
の投与が、破骨細胞様細胞の活性に及ぼす影
響を検討した。 
最後に、培養液中の糖濃度の変化や 10-10

～10-6M の 25 水酸化ビタミン D 濃度がリン負
荷による血管平滑筋細胞の石灰化および骨
芽細胞様形質転換に及ぼす影響をメカニズ
ムとともに検討した。 
 
４．研究成果 
 
まず初めに、ヒト血管平滑筋細胞を用い、

リン負荷により石灰化が誘導され、血管平滑
筋細胞が骨芽細胞様細胞に形質変化するこ
とを確認した。 
次に、血管石灰化を退縮させる可能性が示

唆されているエチドロネート、チオ硫酸ナト
リウム、カルシウム受容体刺激薬 R568 のリ
ン負荷による血管平滑筋細胞の石灰化に対
する発症・進展抑制効果を調べた。エチドロ
ネートと 10-8M のカルシウム受容体刺激薬
R568 には、リン 2.0mM 負荷による血管平滑筋
細胞の石灰化に対する発症・進展抑制効果が
認められたが、カルシウム受容体刺激薬 R568
の石灰化に対する発症・進展抑制効果は軽度
で、チオ硫酸ナトリウムには石灰化の発症・
進展抑制効果は認められなかった。エチドロ
ネートの石灰化抑制効果は濃度依存的で、
BMP2, RUNX2 などの骨形成性マーカーの発現
抑制、SM22 などの血管平滑筋細胞マーカーの
発現亢進を伴っており、血管平滑筋細胞の骨
芽細胞様形質変化も抑制されているものと
考えられた。このメカニズムを検討するため
に、エチドロネート投与１日後の石灰化促進
因子や石灰化抑制因子の発現を調べたが、変
化は認められず、培養液の Ca-P クリスタル
中のカルシウム含量が減少しており、エチド



 

 

ロネートのピロリン酸様の石灰化抑制作用
が、石灰化の発症・進展、骨芽細胞様形質変
化の抑制に寄与しているものと考えられた。 
この結果を元に、リン制限あるいはエチド

ロネートの投与によって、リン負荷により一
旦形成された血管平滑筋細胞の石灰化およ
び骨芽細胞様形質変化が元に戻るか否かを
検 討 し た 。 ヒ ト 血 管 平 滑 筋 細 胞 を
DMEM+10%FBS でサブコンフルエントに至るま
で培養した後、リン 2.0mM を負荷して１週間
培養すると、血管平滑筋細胞の石灰化および
骨芽細胞様形質変化が認められた。この状態
から、リン 2.0mM 負荷を継続したままエチド
ロネート 10μMを投与すると、１週間後の石
灰化の進展（p < 0.01）および骨形成性転写
因子である MSX2 の発現（p < 0.05）が抑制
された。しかしながら、石灰化の退縮には至
らなかった。同様にリン 2.0mM を負荷して１
週間培養し、血管平滑筋細胞の石灰化および
骨芽細胞様形質変化を誘導した後に、リン負
荷を解除すると同時にエチドロネートを5あ
るいは 10μM投与すると、１週間後の石灰化
が退縮（p < 0.01）し、軟骨細胞様細胞の転
写因子である SOX9 の発現が抑制された（p < 
0.01）。 
以上のことから、現在、血管石灰化退縮の

可能性が示唆されている治療の中で、リン制
限をすると同時に10μMのエチドロネートを
投与する方法が血管石灰化退縮に関して最
も効果的である可能性が示唆された。 
次に、単球の破骨細胞誘導に対するリン制

限やエチドロネートの効果を検討したが、と
もに単球の破骨細胞誘導を抑制した。このよ
うに、リン制限およびエチドロネートの投与
は、血管石灰化の進展抑制には期待が持てる
が、退縮には顕著な効果を発揮できない可能
性が示唆された。したがって、in vivo での
リン制限およびエチドロネート投与の石灰
化退縮実験は施行せず、他のより良い候補を
探すこととした。 
リン負荷による血管石灰化には細胞老化

の関与が示唆されているため、カロリー制限
によって抗老化遺伝子サーチュインが活性
化され、リン負荷による血管平滑筋細胞の石
灰化が抑制されるか否かを検討した。 
単 純 に グ ル コ ー ス 濃 度 が 低 い DMEM 

(100mg/dL)で培養すると、リン負荷による血
管平滑筋細胞の石灰化が増悪したが、通常の
DMEM で培養した後、グルコース濃度が低い
DMEM に変更してリン負荷を開始すると、血管
平滑筋細胞の石灰化が抑制されることが明
らかとなった。これは、グルコース負荷後の
グルコース制限により抗老化遺伝子SIRT1が
活性化されて、血管平滑筋細胞の骨芽細胞様
形質転換が抑制され、石灰化抑制因子である
オステオプロテジェリンの発現が亢進して
石灰化が抑制されたものと考えられた。 
また、25-水酸化ビタミン D の血中濃度が

高いと心臓血管病の発症や心臓血管病死が
少ないことが報告されているため、25-水酸

化ビタミンD投与によりリン負荷による血管
平滑筋細胞の石灰化が抑制されるか否かを
検討した。 
10-10～10-6M の 25-水酸化ビタミン Dの投与

により2.0mMのリン負荷による血管平滑筋細
胞の石灰化は抑制され、この効果は低濃度で
あるほど強かった。メカニズムとしては、リ
ン酸トランスポーターである PiT2 の発現抑
制を介した、細胞外基質分解酵素である MMP2
の発現抑制および培養液中 Ca-P クリスタル
の形成抑制であると考えられた。 
ともに、リン負荷が強い状態では、石灰化

の進展抑制が十分ではないため、石灰化の進
展は抑制できるが、カロリー制限や 25 水酸
化ビタミンDの投与によって石灰化を退縮さ
せるのは難しいと考えられるが、今後、単球
の破骨細胞誘導に対するカロリー制限や 25
水酸化ビタミンD投与の効果を検討する予定
である。 
血管石灰化を退縮させるためには、今後、

更なる検討が必要である。 
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