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研究成果の概要（和文）：　体内のリン、カルシウムの代謝異常、特に高リン、高カルシウム状態は血管の石灰
化と密接に関連している。本研究では高リン高カルシウム血症が血管石灰化を起こす分子機構について、特に酸
化ストレスを介する血管石灰化機構との関連性について焦点を当てて研究を行った。培養平滑筋細胞を高リン培
養液で7日間培養すると細胞内外に石灰化物質の沈着を起こすが、それと同時に細胞内酸化ストレス系シグナル
であるKeap1/Nrf2が変動し、血管平滑筋細胞の石灰化に酸化ストレスが関係していることを見つけた。また細胞
内に沈着した石灰化物質を除外するためのオートファジーと酸化ストレスシグナルとの関連性についても検索し
た。

研究成果の概要（英文）：Alteration of phosphate and calcium in the body, especially high phosphate 
and/or high calcium is closely related to vascular calcification. We investigated the molecular 
mechanism by which hyperphosphatemia or hypercalcemia causes vascular calcification, focusing on the
 association between oxidative stress and vascular calcification. We used cultured vascular smooth 
muscle cells (VSMCs) to examine calcification when they were cultured in the media with high 
phosphate. When the cultured VSMCs were cultured for 7 days in the medium with high phosphate, 
calcified materials were precipitated in and out of the cells. At the same time, we found that 
intracellular oxidative stress signals Keap1/ Nrf2 were altered, indicating that oxidative stress is
 involved in the mechanism of vascular smooth muscle cell calcification. In addition, we examined 
the interrelationship between oxidative stress and autophagy, by which gets rid of calcification 
materials precipitated in the cells.   

研究分野：病理学
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１． 研究開始当初の背景 

慢性腎臓病においては尿中へのリン
の排泄が低下し、血中リン濃度が上昇す
る高リン血症の状態になる。これは尿細
管における Klotho が不活性化し血中へ
のリンの再吸収が亢進する結果生じる。
我々は Klotho 欠損マウス（kl/kl マウス）
において高リン血症が進行するにつれ
て血管、臓器の石灰化が亢進することを
観察していた。ところが kl/kl マウスに
おいて片側尿管結紮して腎間質線維化
の程度をヘテロ欠損マウスと比較した
ところ、ホモの kl/kl マウスではヘテロ
マウスより線維化の程度が軽減してい
た。研究の結果、これは kl/kl マウスで
は活性型ビタミン D レベルがヘテロ欠
損マウスより高くなっており、そのこと
が TGF-β誘導性 EMT（上皮間葉転換）
を抑制することによって線維化を抑制
することを証明した。これらのことから
高リン血症で起こる石灰化と線維化の
機序は異なることが分かった。このこと
から発展して、それではなぜ高リン血症
または高カルシウム血症では血管の石
灰化または臓器の線維化を生じるのか
という分子機序に立ち返って考えるこ
とになった。 

２．研究の目的 

   本研究の目的は高リンおよび高カル
シウムにより血管平滑筋細胞に石灰化
または臓器間質組織に線維化を起こす
分子機構を検索する事である。そしてそ
の分子機構を解明することにより血管
石灰化または臓器線維化の治療法へと
発展させる事を目的とする。 

３．研究の方法 

   ヒト大動脈平滑筋細胞を石灰化培養
液（高リン、高カルシウム）で培養し、
石灰化培養液で刺激後 3 日、7 日で細胞
の石灰化の程度、酸化ストレスおよびオ
ートファジーに関連する分子の免疫染
色およびウエスタンブロット、定量的
PCRを行った。また、Nrf2およびｐ６２
に対する siRNAを処理してノックダウン
による効果を検索した。さらに Nrf2 の
アクチベーター（ｔBHQ）の効果を検証
した。また酸化ストレスと細胞遊走能と
の関係を見るため創傷治癒アッセイを
行った。 

４．研究成果 
１）高リン、高カルシウム刺激による血管平

滑筋細胞石灰化 
  培養血管平滑筋細胞を高リン、高カルシ

ウム（3.0 mM, 2.7 mM）培地で培養後 3
日、7 日、9 日で細胞の石灰化の程度を
von Kossa 染色およびアリザリンレッド
染色をすることにより石灰化の程度を
測定した。図１A、Bに示す如く、時間経
過とともに石灰化の程度は増加した。 

 

図 1A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
２）高リン、高カルシウムによる酸化ストレ
ス分子 Keap1/Nrf2 の変動（蛍光免疫組織） 
高リン、高カルシウム刺激により細胞内で酸
化ストレス分子である Keap1/Nrf2 が分解し
Keap1がユビキチン化され Nrf2が遊離して核
内に移行することが示された（図２A、２B）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図２A Keap1 の細胞内発現 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図２B Nrf2の核内移行 
３）高リン、高カルシウムによる酸化ストレ
ス分子 Keap1/Nrf2 の変動（ウエスタンブロ
ット） 
高リン、高カルシウム刺激を受けた培養平滑
筋細胞から細胞質と核内成分を分離し、それ



ぞれの蛋白を用いて Keap1/Nrf2 のウエスタ
ンブロットを行った（図３A、図３B）。 
 
 
 
 

 
図３A 細胞内 Keap1の変動 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３B 細胞質、核それぞれの Nrf2の変動 
 
これらの結果より高リン、高カルシウム刺激
により血管平滑筋細胞内の Keap1 は減少し、
Nrf2は核内に移行することが確かめられた。 
 
４）高リン、高カルシウム刺激により血管平
滑筋細胞内でおこるオートファジー 
高リン、高カルシウム刺激により血管平滑筋
細胞内で微小石灰化が起こる時、それ石灰化
に対してオートファジーが亢進するかどう
かをオートファジー蛋白の蛍光免疫染色お
よびウエスタンブロットにより検証した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４A 石灰化を起こした血管平滑筋細胞に
おける LC3の局在（蛍光免疫染色） 
 
 
 
 
 
 

 
図４B 石灰化を起こした血管平滑筋細胞に
おける LC3のウエスタンブロット 
 
図４A の蛍光免疫染色ではやや細胞質に反応
性の増加がみられると思われるが顕著な変
化ではない。また図４B に示すウエスタンブ
ロットでも石灰化メディウムにおいて若干
の LC3の増加がみられるものの明らかな増加
は認められなかった。再検討を要するものと
考える。 
 
５）選択的オートファジー蛋白ｐ６２の変動 

石灰化培地により刺激された培養平滑筋細
胞内のｐ６２の細胞内局在とタンパク量を
それぞれ蛍光免疫染色（図５A）とウエスタ
ンブロット（図５B）により検索した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５A 石灰化血管平滑筋細胞における p62
の変動（蛍光免疫染色） 
 
 
 
 
 
 

 
 
図５B 石灰化血管平滑筋細胞における p62
の変動（ウエスタンブロット） 
 
以上の結果より高リン、高カルシウム刺激に
より血管平滑筋細胞内のｐ６２蛋白は減少
するということが示された。これは選択的オ
ートファジーにより Keap1と共に分解される
結果減少すると考えられる。 
 
６）高リン、高カルシウム刺激された血管平
滑筋細胞に対する tBHQの作用 
tBHQ は Keap1 の抑制を介した Nrf2 の安定化
を促進することによる抗酸化作用を有する
薬剤であり、Nrf2促進剤として使用した時の
細胞の石灰化に及ぼす効果を検索した。 
まず定量的 PCR において、ｔBHQ で処理した
高リン、高カルシウム刺激血管平滑筋細胞内
の Nrf2 の発現は亢進し、Nrf2 の下流の酸化
ストレス遺伝子の発現も亢進していた。それ
に伴って骨原性遺伝子の発現は抑制し、α
SMAの発現は回復した。次に Nrf2蛋白の発現
をウエスタンブロットにおいて検索した（図
６A）。 
 
 
 
 
 

 
図６A ｔBHQ 処理石灰化血管平滑筋細胞内
の Nrf2蛋白の変動 
 
図６に示す如く血管平滑筋細胞内の Nrf2 は
高リン、高カルシウム刺激により亢進するが、
ｔBHQ 処理によってさらに更新して核内移行
することが示された。この現象と血管平滑筋
細胞内の石灰化との関連を見るためにアリ



ザリン染色により石灰化の程度を比較した
（図６B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６B ｔBHQ処理および p63に対する siRNA
ノックダウン処理においてアリザリンレッ
ド染色による血管平滑筋細胞の石灰化の程
度の比較 
 
ｔBHQ 処理により高リン、高カルシウム刺激
により起こる血管平滑筋細胞の石灰化の程
度は顕著に抑制された。 
また siRNAによりｐ６２をノックダウンして
同様に血管平滑筋細胞の石灰化の程度を見
たところ明らかな効果は認められなかった。
ｐ６２のノックダウンに関しては今後条件
を変えて検討する必要があると考える。 
 
７）高リン、高カルシウム刺激により血管平
滑筋細胞内の遊走能に関する検索 
 
高リン、高カルシウム刺激により血管平滑筋
細胞内にはαSMA が減少し、骨芽細胞様に形
質転換が起こると考えられているが、細胞遊
走能に関しては報告がない。本研究では血管
平滑筋細胞石灰化と細胞遊走能および酸化
ストレスとの関連性について創傷治癒アッ
セイを用いて検討した（図７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図７創傷治癒アッセイによる高リン、高カル
シウム刺激およびｔBHQ 処理と p62 siRNA の
細胞遊走能に及ぼす効果の比較 
 
細胞遊走能は高リン、高カルシウム刺激によ
り促進し、その遊走能亢進はｐ６２ノックダ
ウンおよびｔBHQ処理により抑制された。 
細胞遊走能と石灰化との関連性は現在のと
ころ不明であるが、今後重要な発展性がある

可能性があり、詳細を検討する予定である。 
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