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研究成果の概要（和文）：正常ラットの大動脈リングを用い、通常培地もしくは高Ca高Pのミネラルストレス培
地にカルシトリオールを添加して石灰化の程度を検討した。またヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を同様に通常
もしくはミネラルストレス培地にて培養後、HUVECの内皮細胞マーカーの遺伝子発現と、透過性を検討した。さ
らに、血管平滑筋特異的VDR遺伝子欠損マウスへのカルシトリオール投与による血管石灰化への影響も検討し
た。カルシトリオールはミネラルストレスによる血管内皮細胞の透過性亢進を抑制することで、血管石灰化の進
展を阻害した。またカルシトリオールの投与による血管石灰化促進にVSMCのVDRは関与していない可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Rat aortic rings and HUVECs were incubated in the normal or the high Ca/high
 P media. Aortic Ca content, and mRNA levels of endothelial cell markers (CD31, VE-cadherin, and 
ZO-1) and permeability were studied, respectively. Also, the effect of calcitriol on vascular 
calcification was studied by using vascular smooth muscle cell-specific VDR conditional knockout 
mice. Calcitriol inhibited exacerbation of vascular calcification by the suppression of HUVEC 
hyperpermeability. Moreover, calcitriol-VDR axis could not be involved in the progression of 
vascular calcification induced by high doses of calcitriol.

研究分野： 腎臓内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、活性型ビタミンDのカルシトリオールは、CaやPのミネラル負荷による血管内皮細胞障害の抑制作
用を有し、また、VDRを介した血管石灰化促進作用はみられなかったことから、ミネラル代謝異常を引き起こさ
ないように適切に使用することにより、血管保護作用が期待されることから、動脈硬化対策の選択肢のひとつと
なり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
慢性腎不全患者の血管石灰化は生命予後悪化と密接に関連しており、その対策は重要かつ喫緊
の課題となっている。慢性腎不全患者の血管石灰化は中膜にみられるのが特徴であるが（メンケ
ベルグ型）、この中膜の石灰化進展に深く関与しているのがカルシウム（Ca）やリン（P）とい
ったミネラルの代謝異常である。血管中膜は構造上内膜と外膜により挟まれており、血液や血管
外組織と接することなく存在している。近年では、血管内皮細胞（EC）が中膜石灰化に関与す
ることが報告されており、中膜の石灰化への内膜の関与が注目されている。一方で EC にはビタ
ミン D 受容体が発現しており、ビタミン D の血管内膜保護効果が示されている。臨床的にもビ
タミン D 製剤と CKD 患者の動脈硬化抑制との関連が報告されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ビタミン D による血管内膜保護作用の可能性に着目し、カルシトリオールの血管
石灰化との関連性について invitro および in vivo 系にて検討した。 
 
３．研究の方法 
正常ラットの大動脈リングを用い、通常培地（Ca1.6mM, P 0.5mM）もしくは高 Ca（3.8 mM）高 P
（2.2 mM）のミネラルストレス培地にカルシトリール 10－6M を添加して 3日間培養し、石灰化の
程度を組織内 Ca含量測定により検討した。また、In vitro の実験として、ヒト臍帯静脈内皮細
胞（HUVEC）を前述と同様に通常もしくはミネラルストレス培地にて 48 時間培養し、HUVEC の内
皮細胞マーカー（CD31、VE-cadherin、ZO-1）の遺伝子発現レベルをリアルタイム PCR 法により、
透過性を血管透過性アッセイキットを用いて検討した。また、、SMMHC-CreERT2 マウス（Nature 
Med 14: 64-68）と floxed+/+VDR マウスを交配させて生まれた 8週齢の雄性マウスにタモキシ
フェン 1mg を連日 5日間腹腔内投与して、血管平滑筋特異的 VDR 遺伝子欠損マウス（VSMC VDR-
CKO マウス）を作製し、同マウスを高 P食飼育しながら、カルシトリオール 10ng もしくは 100ng
を週 3回 4 週間腹腔内投与した後に、マウスの大動脈を採取し、Ca含有量を測定し、タモキシ
フェン非投与マウスに同量のカルシトリオールを投与したコントロール群と比較した。 
 
４．研究成果 
3 日間ミネラルストレス培地にて大動脈リングを培養すると、リング内の Ca 含有量が約 9 倍に
有意に増加した（N群：0.5±0.0 vs MS 群：4.3±1.7, p<0.01）。ミネラルストレス培地へのカ
ルシトリオール添加により、リング Ca 含有量はカルシトリオール濃度依存性に減少傾向を示し、
高濃度 MS+C10-6群では有意に減少した（MS+C10-8群： 2.88±0.4、MS+C10-7群：2.5±0.4、MS+C10-

6群：2.2± 0.4, p<0.05 vs MS 群）（図 1）。HUVEC を用いた実験系では、内皮細胞マーカーであ
る CD31、VE-cadherin、ZO-1 の遺伝子発現はミネラルストレスにより減少し、カルシトリオール
添加によりその減少は抑制される傾向がみられ、特に VE-cadherin でその傾向が顕著であった
（図 2）。また、透過性の実験系では、いずれの群でも HUVEC は脱落することなくインサート底
部のフィルターに均一にしっかりと定着していることから透過性評価が適正に行われたことが
裏付けられ（図 3A）、MS 群が N 群と比較して約 70％有意に透過性が亢進し、統計学的な有意差
はみられなかったもののカルシトリオール添加によりこの透過性亢進が抑制される傾向がみら
れた（図 3B）。VSMC-VDR-CKO マウスにカルシトリオールを投与すると、大動脈の Ca 含量は有意
に増加したが、投与量による差はみられなかった。コントロールマウスでも同様の結果であり、
大動脈 Ca 含量に両群間での差はみられなかった。カルシトリオール投与による血中 Ca や P 濃
度の変化は見られず、各群同様であった。 
以上より、カルシトリオールはミネラルストレスによる血管内皮細胞の透過性亢進を抑制す

ることで、血管石灰化の進展を阻害した。また腎機能正常時では、高用量カルシトリオールの投
与による血管石灰化促進に VSMC の VDR は関与していない可能性が示唆された。 
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