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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病に伴う血管石灰化の発症におけるLPSの役割を明らかにするため、アデニ
ン負荷による腎不全を野生型マウス (C3H/HeN)およびLPS低応答性マウス (C3H/HeJ)に惹起し血管石灰化を比較
したところ、大動脈石灰化病変の割合は、C3H/HeNマウスに比してC3H/HeJマウスにおいて有意に高かった。ヒト
大動脈血管平滑筋細胞(HASMC)の石灰化は、LPS添加により石灰化が促進された。また、アルカリホスファターゼ
活性およびその遺伝子発現はLPS添加により用量依存的に上昇した。したがって、LPSは血管平滑筋細胞の石灰化
に促進的に作用するが、腎不全での血管石灰化における意義は不明である。

研究成果の概要（英文）：We investigated the roles of lipopolysaccharide (LPS) derived from 
intestinal bacteria in the development of vascular calcification in chronic kidney disease (CKD). 
Aortic medial calcified lesions were analyzed in LPS-responsive C3H/HeN and LPS-hyporesponsive 
C3H/HeJ mice with adenine-induce CKD. Alizarin red-stained calcified lesions were more prevalent in 
C3H/HeJ than C3H/HeN mice. Biochemical data revealed that
renal impairment, hypocalcemia, and hyperphosphatemia are less severe in C3H/HeJ than C3H/HeN mice. 
On the other hand, we examined the effects of LPS on in vitro calcification of human aortic smooth 
muscle cells (HASMCs). In vitro calcification and alkaline phosphatase (ALP) activities in HASMC 
cultures were dose-dependently increased by LPS treatment. ALP mRNA levels were also up-regulated by
 LPS.  Therefore, LPS may play an important role in the development of vascular calcification.  
However, its role in CKD-induced vascular calcification remains to be clarified.  

研究分野：代謝内分泌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりエンドトキシン(LPS)の血管石灰化における重要性が明らかにされた。エンドトキシンは慢性腎臓
病だけでなく、様々な代謝性疾患(肥満、糖尿病、脂質代謝異常症など)における動脈硬化症の危険因子として注
目されている。血管石灰化はこれらの動脈硬化性疾患の発症・進展にも深く関わっていることから、血管石灰化
におけるLPSの臨床的意義を明らかにすることは今後の重要な課題である。

※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 
 血管石灰化は慢性腎臓病(CKD)における心血管病変の最大の特徴であり、心血管疾患の発
症・進展に関与する重要な病態と理解されている。心血管疾患の発症に関与する血管病変に
は、アテローム硬化症(atherosclerosis)と動脈壁硬化(arterial stiffning)の２つが知られており、
いずれの血管病変においても石灰化は合併し、それぞれアテローム硬化性石灰化および中膜石
灰化と呼ばれている。これらの石灰化病変は病態の進展に関与し、心筋梗塞や心不全の発症を
促進すると理解されている。CKDにおける血管石灰化の促進因子として、慢性炎症、酸化ス
トレス、カルシウム・リン代謝異常、内因性石灰化抑制因子の欠乏などが指摘されているが、
血管石灰化の促進機序の詳細は未だ明らかにされていない。 
 以前から CKDにおける血管石灰化の発症・進展に慢性炎症状態が重要な役割を果たすと考
えられている。最近、腸内細菌に由来するエンドトキシン(LPS)が CKDにおける慢性炎症状態
に関与することが示されている(Hauser AB, et al. Nephron Clin Pract, 2015)。すなわち、CKD
に関連する種々の要因が腸内細菌叢のアンバランス(dysbiosis)と腸管上皮バリアー機能の低下
を惹起し、LPS の血中への移行を促進することによりエンドトキシンの血中レベルを上昇させ
る。血中 LPS は LPS 結合蛋白(LBP)と複合体を形成し、Toll-like receptor 4 (TLR4)を介して
炎症反応を惹起する。血中エンドトキシン濃度はCKDの進展に伴い上昇し、透析患者では全
身性炎症所見と強い相関関係を示すことが報告されている。したがって、CKDに伴うエンド
トキシン血症が血管石灰化の促進に関与している可能性が示唆される。 
 血管石灰化の発症には、主に血管平滑筋細胞(VSMC)の骨芽細胞への形質転換が重要な役割
を果たしている。我々は、in vitro での研究により、VSMCが骨芽細胞様の性格を獲得し、血
管石灰化の発症に寄与することを明らかにしてきた。また、血管石灰化におけるマクロファー
ジの役割をVSMCとの共存培養系を用いて検討し、VSMCの石灰化形質獲得に関与するマク
ロファージ由来の液性因子としてTNF-および oncostatin M(OSM)を同定した(Shioi A, et al. 
Circ Res, 2004; Kakutani Y, et al. J Cell Biochem, 2015)。一方、LPS がマウス大動脈由来の
VSMCにおいてWnt シグナルを介して alkaline phosphatase(ALP)の発現を誘導するだけでな
く、マクロファージにおいてOSMの発現を強力に誘導することを確認している。また、apoE
欠損(apoEKO)マウスの動脈硬化病変部に局在するマクロファージにOSMが発現することを見
出している。したがって、LPS は VSMCへの直接作用およびマクロファージ由来のOSMを介
する間接作用により血管石灰化の発症に関与している可能性が示唆される。 
小腸型アルカリホスファターゼ(intestinal alkaline phosphatase: IAP)は主に小腸粘膜の上皮刷
子縁に局在する酵素で腸管粘膜防御因子として働くと考えられている。IAP は LPS などの腸内
細菌由来の有毒物質を脱リン酸化することにより無毒化することが知られている。IAP がエン
ドトキシン血症を抑制することにより肥満・メタボリック症候群の発症を阻止することが報告
されている(Kaliannan K, et al. PNAS, 2013)。しかし、CKDにおける IAP 発現の変化について
は明らかにされていない。したがって、小腸における IAP 発現への介入がエンドトキシン血症
の抑制を介してCKDにおける血管石灰化治療法の開発につながると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、慢性腎臓病(CKD)に伴う血管石灰化（大動脈中膜石灰化及びプラーク石灰化）の
発症・進展における腸内細菌由来のエンドトキシン(Lipopolysaccharide:LPS)の役割をアデニン
負荷による腎不全モデルマウスを用いて明らかにすることを主な目的としている。次に、in 
vitro での血管平滑筋細胞を用いた石灰化実験系において LPS の血管石灰化促進機構を明らか
にする。最後に、CKDに伴うエンドトキシン血症の発症における小腸型アルカリホスファタ



ーゼ(Intestinal Alkaline Phosphatase: IAP)の役割を明らかにすることにより、IAP への介入に
よる血管石灰化治療への応用の可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
(1) CKDによる血管石灰化モデルの確立: 
８週齢の種々の系統のマウス[C3H/HeN (野生型) 、C3H/HeJ (LPS 低応答性)、apoE 遺伝
子欠損 (apoEKO)、DBA/2]に 0.2%アデニン＋高リン食 (Ca:1.0%, P:2.0%, Na:0.5%)を 12 週
間負荷することによりCKDによる血管石灰化モデルの作成を行った。アデニン・高リン食負
荷後に大動脈石灰化病変をアリザリンレッド染色により評価した。解剖時に下大静脈より血液
を採取し、血漿中のクレアチニン (Cr)、BUN、カルシウム (Ca)、リン (P)濃度を測定した。 
(2) LPS の血管平滑筋細胞の骨芽細胞への分化誘導促進作用の検討： 
ヒト血管平滑筋細胞(HVSMC)を骨芽細胞分化メデイウム (ODM)で４週間まで培養し、LPS
単独あるいは oncostatin M との同時添加により骨芽細胞への分化促進作用について評価した。
骨芽細胞分化マーカーとして、アルカリホスファターゼ (ALP) 活性および分化マーカー遺伝
子 (Runx2, ALP, IBSP, BGP) の発現と in vitro での石灰化能 (アリザリンレッド染色および細
胞層のカルシウム定量) について検討した。分化マーカー遺伝子の発現は real time RT-PCR 法
により評価した。 
 
４．研究成果 
(1) apoEKO apoEKOマウスにおける検討 
①15 週齢の雄性 apoE ノックアウトマウスに 0.2%アデニン＋高リン食(Ca;1.0%, P;2.0%, 
0.5%;Na) (n=5) を 12 週間負荷したが、高リン食単独群 (n=4) に比して大動脈プラーク石灰
化の増加を確認できなかった。 
②アデニン負荷により高リン食単独群 (n=4) に比して有意な腎機能の低下が認められた。ま
た、血液検査では、アデニン＋高リン食群 (n=4) では、血清カルシウム値の有意な低下と血
清リン値の有意な上昇が認められた。 
(2) DBA/2 マウスにおける検討 
①DBA/2 雌性マウスに 0.2%アデニン＋高リン食 (n=８) を 12 週間負荷したが、高リン食単
独群 (n =6)と同様に大動脈石灰化は認められなかった。0.2%アデニン＋高リン食 (n=８)によ
り、高リン食単独群 (n =6)に比して有意な体重減少が確認された。 
②DBA/2 雄性マウスに 0.2%アデニン＋高リン食 (n=10) を 12 週間負荷すると、高リン食単
独群に比して有意な体重減少が見られたが、大動脈石灰化は認められなかった。 
(3) C3H/HeN および C3H/HeJ マウスにおける検討① 
①10 週齢の C3H/HeN (n=10)および C3H/HeJ (n=10) マウス（雄性）に 0.2%アデニン＋高
リン食 (各系統 n=5) を 12 週間負荷したところ、それぞれの系統の高リン食単独群 (各系統
n=5) に比して有意な体重減少が認められた。しかし、アデニン負荷群間およびコントロール
群（高リン食単独群）間では、体重の有意な差は認められなかった。 
②血液生化学データでは、C3H/HeN および C3H/HeJ のいずれの系統においても、アデニン
負荷によりコントロール群に比して BUN、Cre および P値の上昇が認められた。しかし、ア
デニン負荷群間およびコントロール群間では、BUN、Cre および P値に有意な差は認められな
かった。一方、血清Ca 値は、アデニン負荷群間で比較するとC3H/HeN マウスにおいて有意
な低下が認められたが、コントロール群間では有意差はなかった。 



③大動脈石灰化をアリザリンレッド染色により検討すると、コントロール群では、両系統とも
大動脈の石灰化を認めなかった。一方、アデニン負荷群においては、高度の大動脈石灰化は
C3H/HeJ マウスでは 25% (1/4) に対して C3H/HeN マウスでは 40% (2/5) に観察された。 
(4) C3H/HeN および C3H/HeJ マウスにおける検討② 
９週齢のC3H/HeN (n=15) および C3H/HeJ (n=15) マウスに 12 週間 0.2%アデニンを含
む高リン食(Ca: 1.0%, P: 2.0%, Na:0.5%)を負荷することにより血管石灰化病変の程度を比較検
討した。ただし、アデニン負荷により腎障害が惹起され、それに伴う体重減少が 16.0g 未満に
なった場合、アデニン不含の高リン食に変更し、逆に体重が 16.0g 以上に回復した場合は再度
アデニン含有高リン食に変更するという操作を行った。実験終了時の生存率はC3H/HeN マウ
スが 40.0% (6/15)、C3H/HeJ マウスが 46.7% (7/15)であり、明らかな差は見られなかった。
体重に関しても有意な差は認めなかった（17.3±0.53 g vs 16.9±1.32 g）。大動脈石灰化病変
の程度 (アリザリンレッドで染色される領域)は C3H/HeN マウスに比してC3H/HeJ マウスに
おいて高度であった。大動脈および主要分枝における石灰化の割合はC3H/HeN マウスに比し
てC3H/HeJ マウスにおいて有意に高かった(2/5 vs 7/7) (Fisher exact test, p<0.05)。血清デー
タでは、C3H/HeN マウスに比してC3H/HeJ マウスでは、腎機能 (BUN, Cre) の低下および
ミネラル代謝異常（高リン血症、低カルシウム血症）の程度が有意に弱かった(Tukey’s test, 
p<0.05)。 
以上の結果から、CKDモデルマウスにおける大動脈石灰化の発症・進展における LPS の役
割を明らかにすることはできなかった。したがって、CKD-C3H/HeJ マウスにおける大動脈石
灰化の促進には、LPS、腎機能低下、ミネラル代謝異常以外の因子が関与しているものと推察
された。 
(5) 血管平滑筋細胞における LPS の石灰化促進作用の解析 
①ヒト大動脈由来血管平滑筋細胞 (HASMC) を用いて in vitro での石灰化に対する LPS の作
用について検討した。HASMCを骨芽細胞分化メディウム (ODM) 存在下で４週間培養する
ことにより、in vitro での石灰化を誘導した。４週間後のHASMCの石灰化をアリザリンレッ
ド染色により評価したところ、ODM単独に比して LPS (100 ng/ml あるいは 1000 ng/ml)の同
時添加により石灰化が促進されることが確認された。また、細胞層のカルシウム沈着量も LPS
の用量に依存して有意に増加した。同様に、アルカリホスファターゼ(ALP)活性も LPS の同時
添加により用量依存的に上昇した。また、添加２週間後の骨芽細胞分化マーカー(Runx2, ALP, 
IBSP, BGP)の発現を real time RT-PCR 法により解析したところ、ALP の発現が LPS の同時添
加により促進されたが、Rux2, IBSP, BGP の発現はODM単独添加に比してむしろ低下させ
た。 
②次に、oncostatin M によるHASMC石灰化促進系における LPS の石灰化促進効果を検討し
た。HASMCをODMおよび oncostatin M(10 ng/ml) 存在下で培養すると、培養 4日目には
Runx2 および ALP などの骨芽細胞マーカーの発現が誘導され、8日目には in vitro での石灰化
が認められた。この系に LPS (100 ng/ml または 1000 ng/ml)を添加すると、４日目には対照群
に比して LPS 1000 ng/ml 添加群では有意なALPの発現増加がALP染色およびALP活性測定
により認められた。さらに、8日目には LPS が in vitro での石灰化を容量依存的に上昇させる
ことが確認された。 
  以上の結果から LPS は培養平滑筋細胞における石灰化を促進することが明らかにされた。し
たがって、LPS は様々な病態で血管石灰化の促進因子として働いている可能性が示唆された。 
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