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研究成果の概要（和文）：培養大動脈血管中膜細胞における鉄負荷による石灰化促進を確認できる実験系を確立
した。また、マイクロアレイを用いた鉄負荷による石灰化促進に関与する遺伝子の網羅的解明を終えた。マイク
ロアレイは　鉄負荷・ＴＧＦβとそれぞれ単独・共刺激を行い、さらに刺激後day 1とday3を行うことで、
ＩＬ２４が変化量が大きく血管細胞の石灰化の進行と非常に強い関係を持つことを見出した。さらに、マイクロ
アレイで確認された細胞内シグナルの遺伝子レベルあるいはタンパクレベルでの確認。これにより鉄負荷による
石灰化促進のメカニズムを明らかにした。　これらを論文や国際学会で報告を行った。

研究成果の概要（英文）：We established cultured human aortic medial cells which can demonstrate the 
calcification process induced by the stimulation of iron. We evaluated the gene expression 
comprehensively by microarray. The Microarray analysis detected that the IL-24 gene expression was 
enhanced by iron stimulation and TGF-beta stimulation. Moreover, we confirmed time course of gene 
expression change and protein level change. 
We reported these results as article(Iron-induced calcification in human aortic vascular smooth 
muscle cells through interleukin-24 (IL-24), with/without TNF-alpha.　Kawada S, Nagasawa Y, Kawabe 
M, Ohyama H, Kida A, Kato-Kogoe N, Nanami M, Hasuike Y, Kuragano T, Kishimoto H, Nakasho K, 
Nakanishi T.　Sci Rep. 2018 Jan 12;8(1):658. doi: 10.1038/s41598-017-19092-1) and international 
meetings.

研究分野：腎臓内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 透析患者において腎性貧血の管理において鉄の投与は主要な治療法のひとつであるが、同時に酸化的ストレス
を増強することなどから、動脈硬化を促進する可能性が従来から指摘されている。慢性腎不全における石灰化の
主要な場は血管中膜細胞（メンケベルグ型動脈硬化）である。鉄負荷が血管中膜細胞の石灰化を増強し、そのプ
ロセスにTGF-βに代表される炎症とIL-24が関わることを明らかにした。さらに、このプロセスは抗IL-24抗体で
中和されることも見出した。この知見は、新規の動脈硬化抑制の治療法を確立に繋がっていくことが期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
透析患者における動脈の石灰化は、生命予後を規定する重要な因子である。透析患者におい
て腎性貧血の治療は重要な治療ターゲットであり、この治療に鉄の静脈内投与が日常的に
行われている。しかしながら、鉄投与は、感染の頻度が増すなどの弊害が報告されている
（Litton-E, et al, BMJ, 2013）。鉄負荷は酸化的なストレスを惹起するなど、動脈硬化を増
強する可能性があると考えられるが現在までの所、十分な研究は行われていない。我々の研
究室では、血液透析により体内の貯蔵鉄の分布が大きくかわることを報告している(Kida-A 
et al, A J Phisiol.,2014)。さらに血管の内皮細胞を用いて鉄負荷が石灰化を惹起することを
見出し報告している（Nanami M, et al Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2005 ）。しかしな
がら、透析患者における動脈硬化はメンケベルク型動脈硬化と言われる血管の中皮細胞に
おける石灰化が特徴的であり、血管の中皮細胞を用いた研究は行なわれていない。 
我々のグループでは、既に培養大動脈血管中膜細胞（血管平滑筋細胞）の培養液中に鉄を添
加刺激と炎症状態を惹起するようにＴＧＦβ刺激を行って石灰化を惹起できるかどうかの
予備実験を行っている。この予備実験で、低濃度の鉄刺激とＴＧＦβ刺激の共刺激で石灰化
は増強し、高濃度の鉄刺激では単独でも石灰化を惹起することを見出している。このことは、
透析患者において鉄投与を安易に行うと石灰化を増強することを強く示唆している。 
この鉄による血管中膜細胞における石灰化促進に関して、既報が無いためにどの細胞内シ
グナルが寄与しているかを解明することは難しい。そのため、鉄刺激を行った Day1と刺激
を行っていないものとの比較をアジレント社の Microarray を用いて網羅的に検討を行っ
た。これにより下表のように Fold Change45倍以上でも、様々な遺伝子が動いていること
が明らかになっている。これらを踏まえて、鉄負荷が血管中膜細胞の石灰化にどのような影
響を与えるかを明らかにしていく。 
２．研究の目的 
透析患者において腎性貧血の管理において鉄の投与は主要な治療法のひとつであるが、
同時に酸化的ストレスを増強することなどから、動脈硬化を促進する可能性がある。我々は、
鉄が血管内皮細胞の石灰化の因子となりうることを見出している。しかしながら、慢性腎不
全における石灰化の主要な場は血管中膜細胞（メンケベルグ型動脈硬化）である。すでに予
備的な解析で、鉄負荷が血管内皮細胞に石灰化を炎症ストレスと共に誘導し、マイクロアレ
イにて様々なサイトカイン等がこのプロセスに関わっていることを見出している。そこで、
この鉄負荷が血管中膜細胞の石灰化に影響を与えるかどうか、またどのような機序で血管
中膜細胞に石灰化を惹起させるかを明らかにし、新規の動脈硬化抑制の治療法を確立して
くことを目的とした。 
３．研究の方法 
Ａ）鉄負荷による血管中膜細胞における石灰化促進の細胞培養系の確立 
鉄負荷と炎症を惹起する TGFβとの単独・共刺激により培養血管内皮細胞に石灰化を引き
起こす細胞培養系の確立を行う。この細胞培養系の樹立には当教室で培養血管内皮細胞系
で行った方法を応用する（Nanami M, et al Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2005 ）。鉄と
しては、トランスフェリン鉄など細胞毒性の弱いものを使用していく。すでに石灰化培地に
変更後、鉄負荷をすることや TGFβとの共刺激によって石灰化を誘導することは確認して
いる。石灰化そのものはアリザリン染色で確認を行っている。この刺激の初期段階を検討す
るために刺激後 Day1, Day 3また、後半の石灰化に関する因子を検討するために Day 14前
後の細胞のmRNAを回収した。鉄負荷の刺激の初期段階としては フェロポエチンなどの
鉄のくみ出しにかかわる遺伝子や、細胞内輸送に関わるトランスフェリン受容体などの遺
伝子の変化が予想されこれらを確認していった。細胞の石灰化には BMP2 や
Msx2(Shimizu-T et al, J boil Chem,2011)などが関与していることが報告されており、石灰
化が実際におこる段階としてはこれらの遺伝子発現の変化を確認した。 
 
B) 鉄負荷による血管中膜細胞石灰化における遺伝子発現変化のマイクロアレイ法による
網羅的解析 
鉄負荷とＴＧＦβの単独・共刺激後の Day1と Day3の遺伝子発現変化をアジレント社の全
遺伝子マイクロアレイ法により網羅的に解析を行う。その後、これらの結果の Pathway解
析を行い、どの細胞内シグナルが重要であるかを検討する。Day1, Day3を比較することで
細胞内シグナルのより持続し重要と考えられるものを選択していく。 
すでに Day1 の部分についてのマイクロアレイは実施し、多数の候補遺伝子と同時に近年
ポストゲノム時代の研究ターゲットとして注目されている non-coding RNA が多数遺伝子
発現の大きな変化があることがわかった。これらの non-coding RNA についても解析を行
っていく。 
Day1における鉄負荷で、20倍以上の Fold Changeがあるものはおよそ 50種、10倍以上
の Fold changeのあるものはおよそ 140種の遺伝子が上昇している。これらの遺伝子のお
よそ 3割がこの non-coding RNAとなり、7割が一般的な遺伝子である。これらのうち、Ｔ
ＧＦβの刺激ではあがっていないものは、より鉄負荷特異的な石灰化にかかわる因子と予



想され、こららを中心に次の検討を行っていった。 
また、Day1から Day3にむけて同じ細胞内シグナル Pathway のなかで変化が持続してい
るものは、より重要な細胞内シグナルであると予想され、かつそのマイクロアレイの結果は
より確かなことがわかる。そこで、Day 1と Day 3の遺伝子発現の中で同じ細胞内シグナ
ルの中で変化があるものを選択していた。 
  
Ｃ）鉄負荷による血管中膜細胞石灰化の遺伝子変化の確認 
マイクロアレイの結果の Pathway解析などを中心に、鉄負荷の刺激により石灰化を惹起す
るのに重要と予想される遺伝子について real-timePCR を用い遺伝子発現レベルで、
WesternBlot 法を用いてタンパクレベルで検討を行っていく。この段階で確認がとれた遺
伝子については、その上流あるいは下流の遺伝子発現の確認も行っていく。 
マイクロアレイは時相的に多段階とることは難しいので、遺伝子発現の変化が day1,day3
において検証できた遺伝子については、Day7,14,21と石灰化の採取段階に向けて変化があ
るかどうかの検討を行っていった。 
 現在の所、石灰化の確認は主としてアリザリン染色でおこなったが、BMP2 や Msx2 な
ど石灰化の最終段階のシグナルを用いて石灰化確認することも合わせて行っていった。 
４．研究結果 
透析患者において腎性貧血の管理において鉄の投与は主要な治療法のひとつであるが、
同時に酸化的ストレスを増強することなどから、動脈硬化を促進する可能性がある。我々は、
鉄が血管内皮細胞の石灰化の因子となりうることを見出している。しかしながら、慢性腎不
全における石灰化の主要な場は血管中膜細胞（メンケベルグ型動脈硬化）である。鉄負荷が
血管内皮細胞に石灰化を炎症ストレスと共に誘導し、マイクロアレイにて様々なサイトカ
イン等がこのプロセスに関わっていることを見出した。そこで、この鉄負荷が血管中膜細胞
の石灰化に影響を与えるかどうか、またどのような機序で血管中膜細胞に石灰化を惹起さ
せるかを明らにした。培養大動脈血管中膜細胞における鉄負荷による石灰化促進を確認で
きる実験系の確立をまず行った。次にマイクロアレイを用いた鉄負荷による石灰化促進に
関与する遺伝子の網羅的解明。マイクロアレイは 鉄負荷・ＴＧＦβとそれぞれ単独・共刺
激を行い、さらに刺激後 day 1 と day3 を行うことで、より確かなものを拾い出していっ
た。さらに、マイクロアレイで確認された細胞内シグナルの遺伝子レベルあるいはタンパク
レベルでの確認。これにより鉄負荷による石灰化促進のメカニズムを明らかにした。また、
石灰化に関連する遺伝子群 MSX2,OSTEOPONTIIN や RANKL などの遺伝子変化の推移
を検討し、細胞内のシグナルについても明らかにした。この主要な遺伝子の推移は下記の図
の通りである。これらの結果を Iron-induced calcification in human aortic vascular smooth muscle 
cells through interleukin-24 (IL-24), with/without TNF-alpha.  Sci Rep.に報告した。また、国際
学会でも報告を行った。 
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