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研究成果の概要（和文）：動脈硬化・血管石灰化の発症・進展における Wnt シグナル経路の役

割について検討した。Wnt シグナル経路が動脈硬化・血管石灰化病変部で活性化されると共に

血管平滑筋細胞の骨芽細胞への形質転換に関与していることが明らかにされた。また、炎症刺

激が血管壁における Wnt シグナル経路の活性化に重要な役割を果している可能性が示唆され

た。さらに、細胞老化が動脈硬化・血管石灰化病変の成り立ちに関与している可能性も示され

た。 

 

研究成果の概要（英文）：We investigated the roles of Wnt signaling pathway in the 

development of atherosclerosis and vascular calcification.  This study clarified that Wnt 

signaling pathway is activated in atherosclerotic plaques including calcified lesions and 

that this pathway plays an important role in acquisition of osteoblastic phenotype of 

vascular smooth muscle cells.  Activation of Wnt signaling pathway in vascular lesions 

may be induced by inflammatory stimuli.  Moreover, cellular senescence may also 

contribute to the development of atherosclerosis and vascular calcification.   
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１． 研究開始当初の背景 

血管石灰化は動脈硬化症の重要な病態の

ひとつと理解されており、冠動脈疾患の重症

度を反映するだけでなく、心血管イベントお

よび心血管系死亡の危険因子となることが

明らかにされている。また、冠動脈インター

ベンションの妨げになることは以前から指

摘されている。したがって、血管石灰化の発

症・進展機構を明らかにすることは、動脈硬

化性疾患（冠動脈疾患、脳梗塞、閉塞性動脈

硬化症など）の治療上きわめて重要な課題で

ある。 
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我々は、in vitro での研究により、血管平滑

筋細胞(VSMC)が骨芽細胞様の性格を獲得し、

血管石灰化の発症・進展に関与することを明

らかにした。また、in vivo での研究により、

動脈硬化性石灰化の発症・進展に軟骨化生が

重要な役割を果たしていることを示した。し

たがって、血管石灰化の発症・進展には、血

管壁に存在する間葉系細胞（主として血管平

滑筋細胞）が骨・軟骨形成細胞に分化し、中

膜平滑筋層やプラーク病変に石灰化を引き

起こすものと理解される。 

Wnt シグナル伝達経路は線虫からヒトにい

たるまで広く保存されたシグナル伝達機構

であり、発生・形態形成や細胞増殖・分化に

重要な役割を果たしている。Wnt は 350～400

個のアミノ酸からなる分泌蛋白で，23～24 個

のシステイン残基が分子内の共通した位置

に保存されている。現在、脊椎動物では１９

種類の Wnt が知られている。Wnt タンパク質

は、細胞膜上の７回膜貫通型受容体 Frizzled

と１回膜貫通型受容体 LRP (low-density 

lipoprotein receptor-related protein) に結合する。

脊椎動物では、LRP5 または LRP6 が Frizzled

と共働受容体(Co-receptor)を形成し、細胞内へ

シグナルを伝達する。細胞内での主な伝達経

路は４種類知られているが、そのうち－カ

テニンの細胞内蓄積を介して転写因子

TCF/LEF (T cell factor/lymphoid enhancing 

factor)を活性化する Wnt/－カテニン経路が

種々の疾患との関連で注目されている。最近

の研究により、この Wnt シグナルが骨代謝に

重要な役割を果たしていることが明らかに

されている。Wnt シグナル伝達経路に関わる

LRP5の loss of function型のmutationにより骨

粗鬆症が引き起こされることがヒトおよび

マウスで確認されている。一方、LRP5 の gain 

of function 型の mutation により高骨量形質 

(high bone mass trait) を示すことが報告され

ている。さらに、Wnt シグナルは骨芽細胞お

よび軟骨細胞の分化調節に関与することも

示されている。 

以上のことから、血管石灰化において血管

平滑筋細胞が軟骨細胞あるいは骨芽細胞に

分化する過程に Wnt シグナルの活性化が関

与している可能性が推測される。ごく最近、

老化促進モデルマウスである klotho マウスに

おいて Wnt シグナルが老化を促進する可能

性が明らかにされている (Liu et al, Science, 

2007)。さらに、klotho が Wnt と結合し、その

作用を抑制することも示されている。このこ

とから、加齢とともに血管壁において Wnt

シグナルが活性化し、血管石灰化を促進する

という仮説が導かれる。 

 

２． 研究の目的 

 本研究では、血管石灰化の発症・進展にお
ける Wnt シグナルの意義特に細胞老化との
関連を明らかにすることにより、老化プロセ
スにおける血管石灰化の意義を解明するこ
とを目的とする。 

 

（１） 動脈硬化・血管石灰化における Wnt

シグナル活性化の役割を明らかにする。 

 

（２） 培養血管平滑筋細胞を用いた石灰
化実験系において Wnt シグナルの役割を明
らかにする。 

 

（３） 動脈硬化・血管石灰化における細胞
老化の役割を明らかにする。 

 

（４）培養血管平滑筋細胞を用いた石灰化実
験系における細胞老化の役割を明らかにす
る。 

 

３．研究の方法 

（１）apoE ノックアウト(apoEKO)マウスと
TOPGAL マウスとの交配により apoEKO- TOP 
GAL マウスを作製し、動脈硬化性プラークお
よび血管石灰化病変における Wnt シグナルの
活性化を x-gal 染色により評価する。 
 
（２）ヒト血管平滑筋細胞（HVSMC）におけ
る Wnt およびその受容体の発現を RT-PCR 朊
により検討すると共に HVSMC に対する Wnt3a
の作用（石灰化の促進作用、アルカリホスフ
ァターゼ（ALP）の誘導作用）を検討する。
さらに、HVSMC における Wnt シグナル活性化



 

 

を TCF/LEF の転写活性により評価する。 
 また、TOPGAL マウス大動脈由来の血管平滑
筋細胞における Wnt シグナルの活性化および
ALPの発現誘導に対する lipopolysaccharide 
(LPS)の作用について検討する。さらに、
apoEKO マウスに LPS を間歇投与し、血管石灰
化に対する作用を検討する。 
 
（３）apoEKO マウスの動脈硬化性プラークお
よび血管石灰化病変部における細胞老化マ
ーカーである senescence- associated 

-galactosidase (SAgal)の発現を検討する。 
 
（４）ヒト血管平滑筋細胞（HVSMC）を用い
た石灰化実験系におけるSAgalの発現を解
析する。 
 
４．研究成果 
（１）４０週齢以上の apoE-TOPGAL マウスの
大動脈プラーク病変に x-gal 染色陽性細胞が
認められ、石灰化病変部ではその周囲に
x-gal 陽性細胞が確認された。 
 
（２）HVSMC において Wnt5a, Wnt5b, LRP5 の
発現が確認された。また、HVSMC に対する
Wnt3a の作用を検討したところ、Wnt3a の単
独添加では ALP活性に影響を及ぼさなかった
が、活性型ビタミン Dとの同時添加では、活
性型ビタミン D単独に比して有意に ALP 活性
を上昇させた。また、Wnt3a と活性型ビタミ
ン D の同時添加においてのみ in vitro での
石灰化が von Kossa 染色により確認された。 
また、HVSMC における Wnt シグナルを TCF/LEF
の転写活性で検討したところ、Wnt3a の添加
により TCF/LEF の転写活性はコントロールに
比し有意に上昇したが、活性型ビタミン D の
同時添加では転写活性に対する増強硬化は
認められなかった。以上の検討により、血管
平滑筋細胞の石灰化形質獲得に Wntシグナル
が重要な役割を果たしていることが示唆さ
れた。 
 LPSの添加によりTOPGALマウス由来の血管
平滑筋細胞において x-gal陽性細胞がコント
ロールに比して有意に増加した。また、LPS
の添加により ALP 活性が有意に上昇した。し
たがって、LPS はマウス血管平滑筋細胞にお
いて Wnt シグナルを活性化することにより
ALP の発現を誘導する可能性が示唆された。 
 22 週齢の apoEKO マウスに LPS 50 mg を週
１回間歇投与し、１０週後にプラーク石灰化
に対する作用を検討したところ、LPS による
プラーク石灰化の促進作用は認められなか
った。 
 
（３）apoEKO マウスの動脈硬化および血管石
灰化病変における SA-gal の発現を検討した
ところ、プラーク内に SA-gal 陽性の細胞が

認められた。また、SA-gal 陽性領域と ALP

活性陽性領域とが一部重なることから、
SA-gal 陽性細胞が同時に ALP を発現する可
能性が示唆された。 
 
（４） 炎症性メディエーターの添加によ
り HVSMC における ALP の発現が誘導されたが、
SA-gal 活性は有意な変化を認めなかった。
また、Wnt3a および活性型ビタミン D の添加
でも HVSMC における SA-gal 活性の上昇は確
認できなかった。 
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