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研究成果の概要（和文）：大動脈弁狭窄症（Aortic valve stenosis; AS）の薬物治療法は開発されておらず、
その大動脈弁石灰化に至る分子機序も不明のまままである。本研究では、AS病態形成の中でも、特に未分化な弁
間質細胞から骨芽細胞への分化メカニズムと組織石灰化に焦点を当て、大動脈弁石灰化を制御するタンパク質を
同定すると共に、その機能阻害剤を開発することを目的とした。スクリーニングの結果、Notchシグナルリガン
トを含む骨芽細胞分化に対する12種のマスター制御遺伝子の同定に成功した。また、AS病態進行に伴って石灰化
組織周辺で発現低下する分泌タンパク質を発見し、新たなAS予防・治療薬の開発が期待された。

研究成果の概要（英文）：There is currently no pharmacological treatment for aortic valve stenosis 
(AS), and the molecular mechanisms underlying calcification of the aortic valve remain unknown. In 
this study, we aimed to identify the differentiation mechanism from undifferentiated interstitial 
cells to osteoblasts and focus on tissue calcification in the pathogenesis of AS. We also aimed to 
identify proteins that regulate aortic valve calcification and develop inhibitors for their 
function. We successfully identified 12 master regulatory genes involved in osteoblast 
differentiation, including Notch signaling ligands. Additionally, we discovered secreted proteins 
that are downregulated in the vicinity of calcified tissues during the progression of AS, raising 
expectations for the development of novel preventive and therapeutic drugs for AS.

研究分野： 心臓血管外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦における弁膜症の罹患率は年々増加傾向にあり、外科的治療法の発展のみならず新たな薬物治療法の開発は
急務である。本研究は大動脈弁狭窄症の中でも特にその重症度と関連する大動脈弁石灰化の分子メカニズム解明
に焦点を当てたものである。試験管内で実施した石灰化アッセイを用いて特定した１２種類の大動脈弁石灰化関
連分子は、今後大動脈弁石灰化を予防または治療する薬剤の開発に応用できる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 高齢化する本邦においては、加齢や生活習慣の乱れにより弁膜症（valvular heart disease）の罹

患率が増加している。弁膜症は、心臓の弁膜に異常が起こる疾患の総称であり、病態としては、

心臓の弁膜の形態的な異常や機能的な障害によって引き起こされることがよく知られている

（Lancet. 2006;368:1005–1011）。大動脈弁狭窄症（Aortic valve stenosis; AS）は、弁膜症の中でも

最も一般的な疾患であり、病態の進行により心臓左心室の負荷が増加し、最終的に心不全や心臓

機能の低下を引き起こす疾患である。AS の重症度が進行すると、心不全や狭心症のリスクが増

大する。AS は、大動脈弁間質にカルシウムが沈着することで石灰化を来し、また線維化により

弁肥厚が生じることで大動脈血流が制限されることで発症する疾患である。主な治療法として

は、ウシやブタ心膜を由来とする生体弁または金属やカーボンからなる機械弁への外科的置換

術、または、カテーテルを介した留置術などが知られている（Circulation. 2005;111:920–925.）。一

般的に AS は聴診などで発見されることが多いが、症状などが表れた時点で AS と診断された場

合は病態が進行していることが多い。しかし、現代医療において大動脈弁石灰化を投薬により予

防・治療する方法は開発されておらず、その大動脈弁石灰化に至る分子メカニズムも不明のまま

まである。これまでの先行研究から、血流の乱れなどにより血小板由来の血中 transforming growth 

factor (TGF)-β1が活性化し、これが石灰化や線維化、血管新生など様々な病態を形成する中心的

な役割を果たすものと考えられている（Curr Cardiol Rep. 2018 Mar 8;20(4):21.）。特に弁間質に存

在する大動脈弁間質細胞（VIC）は TGF-β1 をはじめとする様々な炎症物質によって活性化し、

VIC の増殖及び機能転換転換を起こすことが知られる。さらに最近では、石灰化した大動脈弁組

織において骨芽細胞が発現する種々のタンパク質が検出されるなど、異所性に出現する骨芽細

胞によるカルシウム沈着が石灰化の一因であると考えられている（Arterioscler Thromb Vasc Biol. 

2011 Dec;31(12):2777-8.）。しかし、大動脈弁間質に出現する骨芽細胞はどのような細胞由来で、

かつどのようなメカニズムで骨芽細胞へと分化を遂げるのかについては未だ不明であり、その

分子機序を解明することで、投薬による大動脈弁狭窄症の予防治療法開発につながる可能性が

高い。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、AS 病態形成の中でも、特に未分化な弁間質細胞から骨芽細胞への分化メカニズ

ムと組織石灰化に焦点を当て、大動脈弁石灰化を制御するタンパク質を同定すると共に、その機

能阻害剤を開発することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 本研究では、大動脈弁置換術によって得られる石灰化大動脈弁または非石灰化大動脈

弁より大動脈弁間質細胞を培養・維持した。培養については 2%O2の低酸素培養法を用

いて維持し、4 週間で 100%コンフルエントになった状態の VIC を用いて骨芽細胞分化

実験を実施した。 

 骨芽細胞への分化誘導は、Osteoblast-Inducer Reagent (タカラバイオ社製)を Dulbecco's 

Modified Eagle Medium（DMEM）に添加した培地を用いて４週間培養することで評価し

た。なお、骨芽細胞への分化評価についてはアリザリンレッド染色によって評価した。 

 遺伝子の発現解析については網羅的な RNA-seq 解析やリアルタイム RT-PCR などによ

って解析した。さらに Western blotting によりタンパク質レベルでの定量解析を実施し

た。 



 AS の病態モデルとして、大動脈弁をワイヤーで損傷させることで弁石灰化を誘導でき

る AS モデルマウス（Honda S et al. ATVB 2014）を用いた。大動脈弁石灰化における分

子機能解析を実施した。なお、大動脈弁組織における病態解明については von Kossa 染

色や Masson’s trichrome 染色や免疫組織学的解析などで評価した。 

 

 

４．研究成果 

 

① 大動脈弁石灰化を制御する遺伝子のスクリーニング 

以前に我々は、大動脈弁狭窄症患者より培養単離した VIC のうち、石灰化組織由来

VIC(Calc-VICs)と非石灰化組織由来 VIC（Noncalc-VICs）とに分けて網羅的遺伝子発現解析

を実施した（Ann Thorac Surg. 2020 Jul;110(1):40-49.）。さらに、Noncalc-VICs を用いて骨芽

細胞へと分化誘導をかけ、その時に発現変動する遺伝子を網羅的に探索した。両者の実験か

ら骨芽細胞への分化誘導を制御するマスター制御遺伝子群として 72 種リストアップしてい

た。本研究ではその 72 種からさらに骨芽細胞への分化誘導を制御する遺伝子を絞り込むた

めに、siRNA ライブラリーを作製し、発現抑制によって骨芽細胞への分化誘導が抑制また

は加速される遺伝子群を絞り込む in vitro 実験を実施した。その結果、石灰化を制御するマ

スター制御遺伝子として 12 種類の遺伝子に絞り込むことに成功した。それらの遺伝子の中

には銅イオンの代謝に関わる遺伝子、細胞周期の制御に関わる遺伝子、細胞骨格制御に関わ

る遺伝子、カリウムのトランスポートに関わる遺伝子、Notch のリガンドなどが含まれてい

た。Notch signaling と大動脈弁狭窄症との関連性については既に報告されており（Biomed 

Res Int. 2017; 6917907.）我々が網羅的遺伝子発現解析から見出したこれら 12 種類の遺伝子

については AS 治療標的としては極めて有望である。その中で特に我々は、生殖システムで

機能的な役割を果たす遺伝子に着目し、新規大動脈弁石灰化制御遺伝子（Aortic valve 

calcification-regulating factor; AVCRF）と命名した。 

 

② スクリーニングにより同定したマスター制御因子の局在解析と機能解析 

AVCRF は生理的には卵巣や精巣から産生される分泌タンパク質であり、卵胞の発達を抑

制する生理機能を有することが知られている。これらの因子がどのようなメカニズムで大

動脈弁狭窄症の病態に寄与するのかについてさらに検討を重ねた。Western blotting 解析や

リアルタイム RT-PCR 解析の結果、AVCRF は非石灰化組織由来 VIC で発現が高く、石灰化

組織由来 VIC ではその発現量が低い傾向にあった。次に免疫組織化学的検討によりヒト大

動脈弁組織における局在を解析したところ、AVCRF は非石灰化領域に局在する Vimentin 陽

性の弁間質細胞において染色され、かつ正常大動脈弁組織

において高発現していることがわかった（図 1）。さらに興

味深いことに、AVCRF は TGF-β シグナル伝達経路を抑制

することによって、TGF-β による細胞増殖や線維化を抑制

する機能があると報告されている。従って、本タンパク質

は正常弁においては大動脈弁の間質内のホメオスタシス

を制御しており、大動脈弁石灰化を負に制御する役割を担

っているものと考えられる。実際に、AVCRF のリコンビ

ナントタンパク質を VIC に処理し、骨芽細胞への分化誘

導を行ったところ、コントロール群ではアリザリンレッド

陽性の骨芽細胞への分化が誘導されるのに対して、AVCRF 処理群では骨芽細胞への分化が

強く抑制されることが明らかとなった（図２）。以上の実験結果より、AVCRF は AS 発症予

図 1. 正常大動脈弁組織に
おける AVCRF の局在（免
疫組織化学的検討結果 



防や石灰化治療予防のための重要な標的遺伝子として極めて有

望であることがわかった。現在はワイヤー損傷によって誘導で

きる AS モデルマウスを用いた AVCRF の機能的役割を解析し

ており、AVCRF のリコンビナントタンパク質または AVCRF の

発現を促進させる化合物の投与により AS の重症度が抑制され

ることを確認する実験を進めている。また AVCRF は分泌タン

パク質であるため、血中濃度の測定系を樹立することで AS 発

症を予測するバイオマーカーとしての有用性についても併

せて評価を進めている。 

 

③ 大動脈弁石灰化メカニズムの解明研究 

これまで我々は、ヒト AS 患者より採取した VIC を培養する方法として低酸素培養法を

用いてきた。この低酸素培養法により、VIC を効率的に増殖させることが可能であり、ヘキ

スト染色によって認められる細胞核も低酸素培養から得られる VIC では通常酸素下から得

られる VIC に比べてより正常組織内に存在する VIC の細胞核の形態に近いものであった。

つまり、低酸素培養法で維持する VIC は効率的に VIC を増殖させるための適した培養方法

であると考えられる（Int J Mol Sci. 2021 Sep 29;22(19):10534.）。Western blotting 解析の結果、

低酸素培養法によって得られる VIC は血管内皮細胞前駆細胞で認められる CD34 陽性の細

胞集団であり、骨芽細胞への分化効率が通常酸素下で維持した VIC よりも高いことがわか

った。またマイクロアレイの解析結果から、CD34 の発現レベルは石灰化組織由来 CIV より

非石灰化組織由来 VIC の方が高い傾向にあること、さらに CD34 陽性細胞は正常の大動脈

弁間質に豊富に含まれることなどから、CD34 陽性細胞は大動脈弁石灰化を誘導する骨芽細

胞の源となる細胞集団である可能性が強く示唆された。現在、正常大動脈弁組織に存在する

CD34 陽性細胞の弁間質のホメオスタシス維持としての役割について AVCRF の機能との関

連性を解析しているところである。 
 
 
 

図 2. 骨芽細胞への分化誘
導実験結果. カルシウム沈
着についてはアリザリンレ
ッド染色にて評価した. 
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