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研究成果の概要（和文）： 

慢性腎臓病患者(CKD)は心血管イベント(CVD)のハイリスク群である。本研究では、AGE(advanced 

glycation end product)/RAGE(receptor for AGE)の相互作用による血管石灰化の誘導について

解析した。 石灰化病変には RAGE,Notch, Jagged1, Msx2 が発現していた。培養ヒト大動脈血

管平滑筋細胞に RAGE を過剰発現させると、石灰化が認められ、骨芽細胞の分化調節因子である

Msx2、Notch1 および Jagged1 の発現増加が認められた。また、RAGE による Msx2 と ALP の誘導

は、γセクレターゼ阻害剤である DAPT によって完全に抑制された。したがって、RAGE の活性

化→Notch の活性化→Msx2 の発現誘導→ALP の発現誘導→骨芽細胞へ分化というメカニズムが

明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Background-Vascular calcification is prevalent in patients with diabetes and chronic 

kidney disease. Receptor for advanced glycation end products (RAGE) and its multiple 

ligands have been implicated in the pathogenesis of accelerated atherosclerosis.  

Methods and Results－Cultured rat and human aortic smooth muscle cells (HASMC) were 

transduced with adenovirus expressing RAGE. Expression of myocardin and the SMC-marker 

genes was significantly repressed in these cells. Interestingly, RAGE activation induced 

alkaline phosphatase (ALP) expression, calcium deposition, and Msx2 expression, a crucial 

transcription factor for osteogenic differentiation, in HASMC. RAGE-induced osteogenic 

differentiation was significantly inhibited by endogenous secretory RAGE. RAGE-induced 

ALP and Msx2 expression was completely abrogated by DAPT, an inhibitor for Notch signaling 

pathway. Simultaneous stimulation with bone morphogenetic protein 2 (BMP2) and RAGE 

signaling synergistically induced expression of Msx2 and ALP in HASMC. 

Immunohistochemistry revealed that the human calcifying atherosclerotic plaque expressed 

RAGE, Notch components and Msx2. The ALP activity induced in RAGE-overexpressing HASMCs 

by human serum was positively correlated with serum creatinine level, but not with 

phosphate and hemoglobin A1c levels.Conclusions-These results indicate that activation 
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of RAGE not only inhibits myocardin-dependent SMC gene expression, but also induces 

osteogenic differentiation of vascular SMC through Notch/Msx2 induction. These results 

provide the novel insight into a role of RAGE axis in vascular calcification.  
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１．研究開始当初の背景 

慢性性腎疾患(CKD)患者において心血管疾患

の合併、特に動脈硬化性疾患の合併は非常に

重要である。CKD 患者では冠動脈疾患や心不

全の合併頻度は対照集団の 2－3 倍であり、

動脈硬化の危険因子である高脂血症、高血圧、

糖尿病の合併頻度も対照に比し、明らかに高

い。糸球体濾過過率（GFR）が60 ml/min/1.73m2

未満では、癌死亡を除けばほとんどは心血管

疾患による死亡である。また、末期腎不全

（ESRD）患者における心血管疾患のリスクは

健常人の 20 倍以上であり、40～50％の患者

は心血管死である。CKD 患者における心血管

リスクとして、合併する糖尿病、高血圧、高

脂血症などの他、冠動脈、頸動脈、大動脈に

高頻度に見られる石灰化が重要である。血管

石灰化は動脈コンプライアンスの低下をき

たし、脈圧の増大、心臓左室後負荷の増加、

冠血流の低下をきたすだけでなく、点状の石

灰化はプラークの不安定化を惹起する。した

がって、血管石灰化を抑制することが可能で

あれば、CKD 患者の予後改善のために有効な

戦略となる。長い間、血管石灰化は血管細胞

の変性過程におこるカルシウム結晶の受動

的な沈着であり、加齢に伴う生理的な現象と

考えられていたため、ほとんど研究の対象と

ならなかった。1990 年代に入り骨形成に関わ

るタンパク質の発現が血管石灰化部分に確

認されたことを契機に病態生理を解明する

基礎研究が進み、現在では骨形成に類似した

能動的な過程と考えられるようになった。そ

して、血管石灰化は、粥状硬化の強力な指標

であり、石灰化の程度は全粥状硬化病変量と

直接関係することから、血管石灰化の分子機

序の解明は現在の臨床血管医学の主要課題

として注目されつつある。 

２．研究の目的 

Notch シグナルは隣接する細胞の細胞膜に存

在するリガンド（Jagged1, Delta4）と Notch

受容体との結合によって活性化する。これま

で、骨分化における Notch 分子の役割につい

ての基礎的な研究はいくつかあるが血管石

灰化における Notchの役割についての研究は

ほとんど皆無である。本申請研究では、慢性



腎臓病による血管石灰化のメカニズムを解

明するため、主に Notch シグナルの役割を明

らかにする。 

 

３．研究の方法 

本申請研究では、血管平滑筋細胞から骨芽細

胞への分化を引き起こす生理的な刺激因子

として、AGE/RAG を中心に研究する。 

（１）RAGE を発現するアデノウイルス

(Ad-RAGE)を作製し、株化したヒト血管平滑

筋細胞（ヒト大動脈由来：HASMC）に感染さ

せることによって RAGE シグナルを過剰に血

管平滑筋細胞に導入する実験系を構築する。 

（２）Ad-RAGEを感染させたHASMCにおいて、

AGE あるいは HMBG1、または血清を添加し、

骨芽細胞に特異的な遺伝子（アルカリホスフ

ァターゼ、オステオポンチン、オステオカル

シン）および骨芽細胞分化因子（Msx2, 

Cbfa1/Runx2,Osterix）の発現を RT-PCR 法に

よって解析する。可能なものについてはウエ

スタンブロットを行なう。 

（３）Ad-RAGE を感染させた HASMC において

上記の遺伝子群の発現誘導が認められた場

合、血管平滑筋遺伝子（平滑筋アクチン、ミ

オシン重鎖、SM22・）の発現が抑制されるか

を検討する。Ad-RAGE の感染によって平滑筋

の遺伝子発現が抑制される場合、そのメカニ

ズ ム の 解 析 と し て 転 写 コ フ ァ ク タ ー

myocardin による SRF 依存性転写への影響を

解析する。 

（４）γセクレターゼ阻害薬 DAPT により(2)

において観察された発現誘導が抑制される

かを検討する。 

（５）Notch のシグナリングを仲介する転写

因子 RBPJk の欠損細胞にて(2)が起こらない

ことを確認する。 

（６）RAGE の過剰発現細胞では AGE あるいは

HMBG1、または血清刺激にて Notch シグナル

の活性化を介して骨芽細胞分化がおこるこ

とが明らかになれば、これまで私たちが明ら

かにしたNotchシグナル活性化→Msx2遺伝子

の転写活性化→骨芽細胞遺伝子の発現、とい

う一連の経路が RAGE によって活性化される

ことと結びつき、その意義は大きい。 

（７）RAGE によって Notch シグナルが活性化

するメカニズムの解析は以下の方法で行な

う Ad-RAGE を過剰発現させた HASMC での

Notch リガンドの発現を検討する。また、種々

のリン酸化酵素阻害薬によって Ad-RAGEによ

る Notchリガンドの発現増加が抑制されるか

を解析する。 

 

４．研究成果 

培養血管平滑筋細胞に RAGE を過剰発現させ

ると、石灰化が認められ、ALP の発現誘導が

観察された。Real-time PCR にて、RAGE の過

剰発現は、血管平滑筋細胞に特異的な遺伝子

（平滑筋ミオシン重鎖 SM-MHC や SM22・）の

発現を抑制し（図１）、骨芽細胞の分化調節

因子である Msx2、Notch1 および Jagged1 の

発 現 を 増 加 さ せ た （ 図 ２ ）

 

図１ RAGE による SMC 遺伝子の発現抑制 

 



 

図２ RAGE による骨芽細胞遺伝子と Notch, 

Jagged1 の発現増加 

 

また、RAGE による Msx2 と ALP の誘導は、γ

セクレターゼ阻害剤である DAPT によって完

全に抑制された（図３）。 

 

図３ γセクレターゼ阻害薬による骨芽細

胞遺伝子の発現抑制 

したがって、RAGE の活性化→Notch の活性化

→Msx2の発現誘導→ALPの発現誘導→骨芽細

胞へ分化というメカニズムが明らかになっ

た。また、BMP2 添加は RAGE による骨芽細胞

への分化を顕著に促進した（図４）。そして、

Msx2 遺伝子プロモーターの解析によって

BMP2 シグナルと RAGE シグナルは相乗的に

Msx2 プロモーターを活性化させることを明

らかにした。 

図４ BMP2 と RAGE による骨芽細胞分化の相

乗効果 

この結果は、血管平滑筋細胞は、RAGE/Msx2

遺伝子の発現誘導によって、骨芽細胞に分化

することを示したものである。 

 

また、RAGE を過剰発現した培養平滑筋細胞に

糖尿病性腎症の患者の血清を添加すること

によって血管平滑筋細胞におけるALPのmRNA

レベルを増加させることが明らかになった

（図５）。また、ALP mRNA の誘導作用は血清

クレアチニン濃度と相関し、HbA1C とは関連

していなかった（図６）。このことは、RAGE

リガンドは腎機能低下患者で高濃度に存在

することを示している。 

 

図５ 糖尿病性腎症患者の血清による ALP発

現誘導 



 

図６ 血清クレアチニンと ALPmRNAレベルの

関係 

 

さらに、透析患者では、リン排泄因子 FGF23

の血清濃度が高く、FGF23 の血清濃度と心エ

コーで評価した左室肥大の程度が相関する

ことを明らかにした。血管平滑筋細胞に

Notch を過剰発現させると、FGF23 の mRNA の

発現が増加することが増加することも見出

した。 
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