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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病（CKD）の末期に導入される血液透析患者の死因の約40％は、高リン血症がもた
らす心血管疾患である血液透析時には半数の患者で既に血管石灰化の進行がみられ、早い段階でのリンの栄養管理が重
要となってきた。本研究では、骨と血管の臓器相関から見た異所性石灰化の分子基盤を明らかにすることを目的とした
。破骨細胞並びに石灰化させたヒト大動脈血管平滑筋細胞を用いてリン調節候補分子とリン調節ホルモンによる機能を
検討し、異所性石灰化につながる可能性を明らかにした。今後も継続して検討することで、CKD早期からの異所性石灰
化抑制や新たな栄養療法の開発につながると考えている。

研究成果の概要（英文）：The hyperphosphatemia is observed at high ratio in the hemodialysis patients, and 
the phosphate (Pi) management is important because this leads of one's death by the cardiovascular disease
 by the ectopic calcification. Especially, Pi sensor and Pi channel are key protein to clear the ectopic c
alcification in bone. In this research, we tried to clarify the calcification mechanism by characterizatio
n of the Pi channel in the bone and/or the vascular endothelial. 
In this research, we indicated the molecular regulation and function of Pi channel and  role of the ectopi
c calcification in calcificated Human Aortic Smooth Muscle Cells.
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１．研究開始当初の背景 
 我が国の成人人口における慢性腎臓病
（CKD）患者数は、1,330 万人(12.9%)と推定
されており、8 人に一人が CKD という計算に
なることから、今や「国民病」と言える疾患
となっている（日本腎臓学会調査）。特に、
腎機能が約半分に低下したステージ３以上
の CKD 患者の総数は 1,098 万人（10.6%）で
あり、これら多くの患者が、血液透析の予備
軍であると言える。 
 我が国における CKD 対策の主な目的は、患
者の QOL を損ない、多額の医療費を要する末
期腎不全患者、ひいては透析・腎移植患者を
減少させることにある。我が国の透析にかか
る医療費は既に国民総医療費の約 4％（約 1
兆 3 千億円）に達しており、CKD の進行遅延
は重要な課題となっている。さらに、血液透
析患者の死因では、心不全、心筋梗塞、脳血
管障害といった心血管病変が約 40％を占め
ており、健常人の 10〜20 倍にも達すること
が特筆すべきことである。これらの心血管病
変には、高リン血症が惹起する異所性石灰化
による動脈硬化が大きく関わっており、食事
からのリン摂取量が直接関与することから、
透析導入患者においてはリン摂取基準が定
められているが、CKD 患者には未だないのが
現状である。 
 しかしながら、最近になって、透析導入時
には約半数の患者で既に異所性石灰化が進
行していることが報告されており、早期のリ
ン管理が重要であることが示唆されている。
これらのことから、CKD の早期リン栄養管理
により、血液透析への移行遅延並びに、異所
性石灰化の抑制を目指した栄養療法が大き
く期待される。 
 
２．研究の目的 
 慢性腎臓病(CKD)の末期に導入される血液
透析患者は、年々増加の一途をたどり、2010
年には 30 万人を数えている。血液透析患者
の死因の約 40％は、高リン血症がもたらす心
血管疾患によることが明らかとなっており、
血液透析導入時においてリンの摂取制限が
設けられている。しかしながら、血液透析時
には半数の患者で、既に血管の異所性石灰化
の進行がみられ、早い段階でのリンの栄養管
理が重要となってきた。本研究では、1)骨と
血管の臓器相関から見た異所性石灰化の分
子基盤を明らかにし、2)これら分子基盤に基
づいた CKD のリン栄養療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 CKD 患者における異所性石灰化進展の抑制
を目指す栄養療法を開発するために、骨と血
管の臓器相関からリン代謝調節を明らかに
することを目的とする。特に申請者がその存
在を明らかにしている破骨細胞におけるリ
ンチャネルに注目して in vitro, in vivo の
両面から検討を行う。 
 in vitro の系では、RAW264.7 細胞を RANKL

にて破骨細胞に分化させた破骨細胞様細胞
を主に用いる。また、正常ヒト大動脈血管平
滑筋細胞(AoSMC)を用いて、リンチャネルと
異所性石灰化の検討を行う。in vivo として
高リン食、低リン食で飼育したマウスの骨髄
から構築した primary 破骨細胞を用いて、リ
ンチャネルの検討を行う。また、CKD および
透析患者の血清を用いて、血清リン濃度、リ
ン調節ホルモンや食事内容によるリンチャ
ネルの機能制御について検討することで、
CKD 早期からの血管石灰化抑制を目指す栄養
療法の開発を目指す。 
 
 (1) 破骨細胞リンチャネルの同定 
① 探索アプローチ 
 本分子は、分化後に発現する分子であるこ
とから、DNA microarray の結果から分化前後
で 発 現 の 上 昇 し た solute carrier 
protein(SLC)ファミリーの中から候補を探
す。SLC はゲノム配列解析後、その機能・相
同性から分類・命名されたトランスポーター、
チャネルなどの輸送分子ファミリーである
が、機能が未知の分子や、追加機能が見つか
る分子も多く存在する。これらの推定機能と、
阻害剤を用いた検討結果から焦点を絞り、候
補分子を探索する。さらに、食事性リン濃度
を変えたマウスの骨髄由来primary破骨細胞
の分化・前後での DNA microarray を行い、
さらに候補分子を検討する。 
② 機能からの検討 
 これら候補分子を分化前の RAW264.7 細胞
に過剰発現させてリンチャネルとしての機
能を検討するとともに、分化後の破骨細胞に
RNAi もしくは抗体(市販)を用いて、阻害実験
を行うことでリンチャネル分子を明らかに
する。 
 
(2)リンチャネル分子とリン調節ホルモンと
の関連解析 
 新規リン調節ホルモン計 FGF23/Klotho に
注目して、リン調節ホルモンとリンチャネル
分子との関連を明らかにする。 破骨細胞様
細胞を用いて、これらホルモンを直接添加し、
リンチャネルに対する効果を検討する。 
 
(3)血管平滑筋細胞を用いたリンチャネルの
機能解明 
 正常ヒト大動脈由来血管平滑筋細胞
(AoSMC)を用いる。血管平滑筋細胞に、β
-glycerophosphate 存在下で培養し、石灰化
を誘導する。石灰化は ALP 染色、カルシウム
の沈着を von kossa 染色で、リンの沈着を
alizarin red 染色にて評価する。 
① 石灰化過程におけるリンチャネルの発現
変化と、リン取り込み能について検討する。 
② 血管平滑筋細胞におけるリンチャネルの
発現を、遺伝子レベル、タンパク質レベルで
検討を行う。局在を免疫染色により明らかに
し、石灰化調節を検討する。 
③ 各種リン調節ホルモン（FGF23,ビタミン D



など）による調節機構を明らかにし、骨と血
管の臓器相関の点から石灰化におけるリン
チャネルの役割を明らかにする。 
 
(4)CKD ならびに透析患者血清を用いたリン
チャネルの作用 
 CKD のステージ３〜５ならびに透析患者血
清を破骨細胞様細胞、ならびに血管平滑筋細
胞に添加し、リンチャネルへの影響を、その
機能、発現(遺伝子レベル、タンパク質レベ
ル)において健常人の血清添加時と比較検討
し、患者血中の関連分子を探索する。対象者
の食事状況調査を行い、血清リン値、eGFR、
石灰化のレベルは診療録から情報を得る。 
 
４．研究成果 
 破骨細胞への分化有無におけるDNAマイク
ロアレイを用いて、20,845 個の遺伝子を解析
した。その結果、分化に伴って発現が 2倍以
上増加した遺伝子が 406 個確認された。その
中から、膜タンパク質である solute carrier 
（SLC）family, ANK. XPR に注目した。SLC 
family に属する分子はその機能が推定され
ている物が多く、先行研究で得られたリン輸
送の性質と一致しないことから、ANK,XPR に
ついて検討を行った。 
 ANK は、分化に伴って約 20 倍の遺伝子発現
増加を示すが、western blotting(WB)にて細
胞内局在を検討したところ、分化の有無に関
わらず、発現は細胞質に限局していた。免疫
染色による検討でも、その発現は細胞膜には
見られなかった。さらにその発現は、細胞外
リン濃度の変化並びに骨添加によっても影
響を受けなかったことから、目的とする分子
ではないと考えられた。XPR は分化後に 3〜4
倍の発現増加を示し、WB 解析により細胞質、
細胞膜での発現を認め、リン濃度の変化によ
り発現が上昇した。また、骨添加により発現
量が増加したことから、破骨細胞においてリ
ン代謝に関わる可能性がある分子であるこ
とが考えられた。 
 リン調節ホルモンである、 FGF23 、
Klotho,FGF23+Klotho,PTH 添加による発現の
明らかな変化は認められなかった。これらに
関しては今後のさらなる検討が必要である。 
 血管石灰化との関連を明らかにするため
に、正常ヒト大動脈平滑筋細胞（AoSMC）に
リンを添加して石灰化を誘導させた石灰化
細胞と、非石灰化細胞による発現を検討した。
その結果、石灰化細胞において XPR 遺伝子発
現の上昇が認められた。たんぱくの発現並び
に経時的変化など継続して検討を行ってい
る。 
 透析患者における血管石灰化との関連に
関しては、血管石灰化を評価する機器の不足
のため実施できなかった。しかしながら透析
患者 52 名の食事調査によるリン摂取状況な
らびに、採血は実施済みである。また、食事
調査ならびに FGF23、Klotho を含むリン代謝
調節因子と骨折の有無については検討を行

っており、研究データを蓄積しているところ
である。今後の課題として検討していきたい。 
 骨、血管におけるリン代謝調節を明らかに
していくためには、リン調節の調節臓器であ
る腎臓におけるリン代謝調節の分子メカニ
ズムや、リンの消費臓器である肝臓における
調節を明らかにしていく必要があることか
ら、共同研究としてこれらの研究に関しても
進めた。 
 破骨細胞におけるリン調節に関しては、そ
の性質や機能についての報告が少なく、これ
ら分子の機能を明らかにしていくことは重
要であると考えている。破骨細胞に存在する
リン代謝調節分子を同定し、リン調節ホルモ
ンを含めたリン代謝調節機構を明らかにす
る事は、骨あるいは生体内全体でのリン代謝
調節機構の解明に重要である。骨・血管・腎
におけるリン代謝の臓器相関を明らかにし、
異所性石灰化のメカニズムを解明すること
は CKD 早期からの異所性石灰化、それに付随
する心血管病変の抑制や新たな治療薬のタ
ーゲットの開発につながると考えている。 
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