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研究成果の概要（和文）：リンは必須であるが過剰では毒性を発揮する。腎機能障害ではリン毒性として血管障害が起
きる。本研究はリン毒性克服を目指す基礎研究である。
高リン条件10日間の血管組織培養にてex vivoによる血管中膜石灰化を伴う障害の再現に成功した。次に血管のリン感
受性機構もしくはリン感受性分子の探索を試みた。そのうちの一つにリン輸送体であるPit-1があり、リン感受性機構
を有すると思われる部位を明らかにした。リン毒性誘発性の血管障害性には骨に由来する線維芽細胞増殖因子23（FGF2
3）が強く関連することが明らかになり、 FGF23 産生を指標としてリン感受性機構を有すると思われる部位を明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：Phosphorus is essential, but its excess shows the toxicity. This study is fundamen
tal researches aiming at phosphorus toxicity conquest.
Firstly, I have estimated vascular calcification as the phosphorus toxicity in clinical study with hemodia
lysis patients. Secondary, I have tried to establish the phosphorus induced vascular calcification model i
n vitro to know the detail mechanism of vascular disorder by phosphorus. We have succeeded ex vivo vascula
r medial calcification model by the aortic tissue culture under high phosphorus condition 3.8mM for ten da
ys. Next, I have made a research the phosphorus sensing system and/or phosphorus induced molecules. Fibrob
last growth factor 23 (FGF23) derived from a bone has been explicated to play key role in phosphorus toxic
ity-induced vascular dysfunction. I am progressing the  research to know the detail phosphorus sensing mec
hanism by FGF23 production and by the vascular medial calcification.
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腎機能障害に伴うリン過剰に応答するリン
感受性機構とリンセンサーの探索 
和歌山県立医科大学 腎臓内科学 
重松 隆 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 我が国における慢性維持透析患者は 2010
年度末で 30 万人弱に達していた。これらの
患者の主たる死因は、一般人口例の悪性新生
物等ではなく心血管障害が多くを占め全く
異なった結果を示しており、この傾向は 2013
年度末でも同様に続いている。この原因とし
ては慢性腎臓病（CKD : Chronic Kidney 
Disease）が血管障害の高リスクになってい
る事があげられる。この一つの特徴として、
非慢性腎臓病患者の粥状動脈硬化症に認め
られる肥厚した血管内膜石灰化とは異なり、
狭窄を伴わない中膜石灰化を中心とする血
管石灰化病変が知られていた【図１】。 

【図１】ヒト冠動脈石灰化組織像［自験例］

［A］慢性腎臓病例  ［B］非腎臓病例 

  

 この血管中膜石灰化は高リン血症が危険因子
となる事が示唆されつつあった。実際の臨床医
学においても、慢性維持透析患者においては
高リン血症では生命予後が悪化する事が報告し
ている（Nakai S, et al. Ther Apher Dial. 12:49-54, 
2008）【図２】。 

リンは本来ヒトにおいては骨や歯形成に必
須であるばかりなく、遺伝子の成分やエネル
ギー代謝・細胞内情報伝達など必須の元素で
ある。しかしながら一方では毒物として良く
知られているヒ素と類似した性格を持ち、過
剰では毒性を発揮する。このため厳密に調節 

【図２】血清リン濃度と生命予後 

 

節されている必要性があり、その中心的な役
割を果たす臓器が腎臓と骨である。腎臓では 
リン代謝のみならず老化阻止にも関連性の
深いClotho蛋白が産生され、骨からはClotho
蛋白の Legand になる線維芽細胞増殖因子 23
（FGF-23）が産生され、これらはリン毒性の
際にも大きく変動することが示唆されてい
る。このため、慢性腎臓病（CKD: Chronic 
Kidney disease）のような腎機能障害では生
体におけるリン調節機構が破綻し、リン過剰
によるリン毒性が出現してくると考えられ
る。このリン毒性【図２】の一つでもっとも
生命予後に影響を与えるのが血管障害【図 1
左パネル】である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は大きくは、リン過剰によって惹起
されるリン毒性の克服を目指す基礎研究であ
る。リンはホルモンとは異なり古典的な標的
臓器は不明である。これまでリン負荷の効果
が観察荒れている臓器は腎臓と骨組織がある。
腎機能障害に伴うリン過剰によって起こるリ
ン毒性を、新たに発見され確立しつつある血
管障害・特に特異性の高い血管中膜の石灰化
を指標にして再評価し確立させることを最初
の目標とした。更に、このリン過剰によるリ
ン毒性発現に先行して起きる変化から、リン
感受性機構とリンセンサーの探索を行なうこ
とを目的とする。将来はこれらの研究成果か
ら、血管石灰化や血管障害の予防策や阻止治
療が生み出すことも視野に入れたい。 
 
３．研究の方法 

 3 つのパートに別れる。 

(1)リン感受性の探索： 
 リン負荷により生体に起こる現象を科学
的に捉える。リン負荷により反応する臓器や
細胞や臓器相関を示すシステムを明らかに
する。このリン反応性を有する臓器や細胞や
システムにリン感受性機構が内在している
と考えるのは妥当と思われる。 

(2)リン感受性の指標としての血管系の解析： 
 次の段階として、リン負荷に反応する臓器
として血管を選択した。血管特に血管平滑筋
細胞を有する動脈が特に特異性の高い血管
中膜の石灰化を指標にして、リン負荷言い換
えればリン毒性を客観的に評価し確立する
ことを最初の目標とした。 

(3)他臓器におけるリン反応性の検討： 
 同様の考え方から、骨組織系と免疫系をリ
ン負荷に対する反応性を有するーすなわち
リン感受性を示す系として探索した。 



 
４．研究成果 
 
(1) (2)リン感受性の探索とリン感受性の指標
としての血管系の解析 
 リン感受性臓器として、既にいくつかの施
設から血管平滑筋細胞の異所性石灰化を促進
されている中膜を有する動脈を選択した。こ
れは我々が既に御モデルとして試みていた組
織である 
・Shibata M, Shigematsu T, Hatamura I,et al. 
 Ren Fail. 2010 Jan;32(2):214-23 
・Mune S, Shibata M, Hatamura I,et al.  
 Clin Exp Nephrol. 2009 Dec;13(6):571-7 
 より体系的に解析するために、in vitro に
よる動脈石灰化の再現を目指した。これまで
高リン血症を呈する腎不全患者では、一般的
な粥状動脈硬化症による血管狭窄と 内膜
の石灰化とは異なり、動脈の狭窄を伴わない
中膜石灰化が頻発する事が知られていた。そ
こで本研究では、腎機能正常すなわち高リン
血症を呈していない（正常以上のリン負荷の
無い条件下）ラットから、腹部大動脈を中心
とした動脈を摘出し、高リン条件での血管組
織培養（Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium：DMEM にて培養）にて ex vivo による
血管中膜石灰化を伴う障害の再現に成功し
た【図 3】。 

【図3】10日間血管組織培養における高リン負荷
による動脈中膜石灰化のEx vivoにおける再現 

  
［A］0.9mM リン含有 ［B］3.8mM リン含有 

Fon Kossa 染色によるカルシウム（Ca）染色 

 

血中正常リン濃度の正常腎機能ラットから
摘出し組織培養された動脈で、高リン条件下
で中膜石灰化が再現できた事から、この中膜
石灰化を指標としてリンの Dose Response と
Time Course を検討した。これは取りもなお
さず、リン感受性の Dose Response と Time 
Course の解析に繋がる。 

【図 4】正リン濃度（0.9mM Pi）Medium 培養
における血管中膜石灰化の Ca 含有量の Time 
Course 

 

【図 5】高リン濃度（3.8mM Pi）Medium 培養
における血管中膜石灰化の Ca 含有量の Time 
Course 

 

【図 6】10 日間培養血管中膜石灰化の Ca 含
有量の Dose Response 

 

これまでの【図 4-6】の結果から、リンの感
受性をもっとも良く分離可能な条件として、
高リン Medium（3.8mM）条件下での ex vivo
動脈組織培養を採用した。この検体を分子の
振動による赤外線吸収を測定することで分
子構造の情報を得る手法である赤外分光法
分析を行なった。以下に示すのが、そのフー
リエ変換赤外分光光度（FT-IR）測定結果が
【図 7】である。上記のように、高リン条件
下の中膜石灰化を有した血管では、リン
（PO4

3-）のスペクトラムを検出した。更に分
子レベルでの解析を進めるために走査型電
子顕微鏡で原始解析を行なったところ、下記
の【図 8】のごとく中膜石灰化に位置してリ
ン酸カルシウムの存在を認めた。 これは培
養動脈の中膜石灰化部位に、リン酸カルシウ
ムの結晶＝すなわち Hydroxy—Appatite が形



成されている事を示唆するものである。 

【図 7】培養動脈によるフーリエ変換赤外分
光光度（FT-IR） 

 

［A］0.9mM リン含有 ［B］3.8mM リン含有 

【図 8】 

 

［A］0.9mM リン含有 ［B］3.8mM リン含有 

 このハイドロキシアパタイトを形成する
には細胞内へのリンの流入が必要とされる。
血管に存在するリン流入を司る分子こそが
リン感受性を有しリンセンサー機能を有し
ている事が考えられる。すでに我々は血管石
灰化部位において DNAチップを用いた DNAマ
イクロアレイによる網羅的な遺伝子発現解
析アレイを行い、その結果を公表報告してい
る。 
・Shibata M, Shigematsu T, Hatamura I,et al. 
 Ren Fail. 2010 Jan;32(2):214-23 

これらの結果から、血管に存在するリン流入
を司る分子の候補として、リン酸輸送蛋白の
一つである Pit-1 蛋白に注目して、リンセン
サー機能蛋白として解析した。 

【図 9】高リン条件（3.8mM）における培養動
脈における Pit-1 蛋白の発現増強 
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 複数回の解析によっても、高リン条件下
（3.8mM）では、いずれも正リン条件下
（0.9mM）に比して、Pit-1 蛋白の発現が亢進
していた。しかしながら、当初の予想と異な
り、Pit-1 の mRNA は高リン条件下（3.8mM） 

 

で特に亢進を認めなかった【図 10】。この結
果は、当初の予想とは異なりリン感受性シス
テムは、mRNA レベルの遺伝子発現調節ではな
く、mRNA からの蛋白発現の翻訳レベルで機能
している事が示唆された。今後はこの分子レ
ベルでの解析を進めて行く予定である。 

【図 10】高リン条件（3.8mM）における培養
動脈における Pit-1 の mRNA 発現 

 

(3)他臓器におけるリン反応性の検討 
 すでに我々は骨組織培養系を確立報告し
ている。 

・Saji F, Shigematsu T, Sakaguchi T, et al. 

 Am J Physiol Renal Physiol. 2010 

 この骨組織培養系を利用して、ラット動脈
組織培養系と同様の正リン条件下（0.9mM）
と高リン条件下（3.8mM）で骨組織培養を行
なった。その際に正リン条件下と高リン条件
下にて、骨由来の発現の差を認める蛋白とし
て Fibroblast Growth Factor 3（FGF 23）見
いだした。 

【図 11】腎機能正常の正リンラットにおける
頭蓋骨培養系における FGF-23 産生 

 



複数回の解析によっても、高リン条件下
（3.8mM）では、いずれも正リン条件下
（0.9mM）に比して、培養 Medium 中の FGF-23
蛋白濃度は高濃度であった。しかしながら、
当初の予想と異なり、FGF-23 の mRNA は高リ
ン条件下（3.8mM）で特に亢進を認めなかっ
た【図 12】。この結果は、培養動脈における
リン負荷後の Pit-1 の動きと一致している。
これらの事実は、リン感受性システムは、
mRNA レベルの遺伝子発現調節ではなく、mRNA
からの蛋白発現の翻訳レベルで、臓器特異性
がなく普遍的に機能している事が示唆され
る。今後はこの分子レベルでの解析を進めて
行く予定である。 

【図 12】高リン条件（3.8mM）における頭蓋
骨培養系における Pit-1 の mRNA 発現 

 
 
我々は既に、この FGF-23 の遺伝子発現は骨
組織とともに脾臓にて発現する事を報告し
ている【図 13,14】。 
・Saji F, et al. 
 Nephron Physiol. 2009;111(4):p59-66. 
 
【図 13】骨組織における FGF-23 の遺伝子発
現 

 

【図 14】脾臓と骨組織における FGF-23 の遺
伝子発現 

我々は，FGF23 が骨以外に脾臓の樹状細胞で
も発現し，そのリガンドである Klotho 分子
が脾臓・末梢血の成熟した B細胞で発現して 

 

いることを発見した．つまり，FGF23 はリン
代謝以外に，免疫調整にも関わる可能性を示
唆する．この件の検討では下記の科学技術研
究費の課題として、別プロジェクトとして研
究施行中である。 
【研究課題番号：24591236】 
線維芽細胞増殖因子 23 の脾臓における発現
の生物学的意義についての解析 
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