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研究成果の概要（和文）： 

加齢とともに進む心血管組織における石灰化の中で、特に血管石灰化は高齢者の不安定
な血行動態を惹起しており、心血管イベント発症に大きく関与する。また、近縁の研究に
より、細胞老化は加齢に伴う血管老化と血管機能障害に関与しており、特に動脈硬化病変
には血管構成細胞の細胞老化形質が背景にあることが言われている。それを踏まえた上で
血管石灰化の分子機序から見てみると、血管平滑筋細胞の骨芽細胞様形質転換を伴った老
化形質もその一端を担っている可能性がある。本研究により、我々は血管平滑筋細胞石灰
化の初期形成過程において長寿遺伝子 Sirtuinがダイナミックに抗老化作用を示し、最終
的に血管石灰化の抑制に関わっている可能性を見出した。具体的には、高リン状態による
石灰化誘導に対して、Sir2のヒトホモログである SIRT1が抑制され、その結果としての p21
活性化の関与が大きいことが判明した。逆に、SIRT1 を活性化もしくは過剰発現すること
により、血管平滑筋細胞の老化形質も抑制され、結果的に石灰沈着も減少した。また、こ
の SIRT1-p21経路は骨形成過程における重要な転写因子 Runx2の発現にまで調節している
ことが同定された。ラット腎不全モデルにおいても、メンケベルグ型血管中膜石灰化を惹
起することにより、石灰沈着が出現する前から老化形質を伴った細胞が中膜に出現してい
ることが確認された。これらの新たな知見は、血管石灰化に対する今後の治療戦略の一つ
として Sirtuinがターゲットになり得る可能性を示唆するものであり、それに基づく新た
な治療法の開発が期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Vascular aging manifest several features, namely atherosis, sclerosis and calcified change. 

Vascular calcification makes the management of hemodynamics more difficult in the elderly, 

because the stiffened vasculatures with ectopic calcification contribute to excessive blood pressure 

variability, isolated systolic hypertension with increased arterial wave reflectance, and subsequent 

ischemic cerebro-/cardio-vascular (CV) events. Vascular calcification has been previously shown to 

result from passive precipitation of calcium with aging and osteoporosis. However, accumulating 

recent evidences have shown it to be attributable to an active ‘cell-mediated process’ resembling 

osteogenesis in bone rather than passive mineral precipitation in vascular smooth muscle cells 

(SMC). Cellular senescence has been recently shown to be linked to atherosclerogenesis; however, 

few reports have addressed whether cellular senescence is associated with SMC calcification. Our 

new findings show that the senescent phenotypic change is associated with osteoblastic 

trans-differentiation in SMC and mammalian sirtuin SIRT1, which is well known as a longevity 

gene, can exert a protective effect on the cellular senescence-related vascular calcification under 

hyperphosphatemia. In addition, the activation of Runx2, a potent osteogenic transcriptional factor, 

in SMC is regulated by SIRT1-p21 axis. The identification of therapeutic targets which can slow 

down the progression or even reverse the senescent phenotypic change in SMC could be an 

important step forward in the treatment of vascular calcification. 
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１．研究開始当初の背景 

William Osler 博士が『ヒトは血管と共に
老いる』という言葉を残したように、加齢と
共に血管老化が進行し、様々な動脈硬化性疾
患の発症につながる。血管老化のメカニズム
に関する基礎研究は世界的にもまだ端緒に
ついたばかりであり、その機序の解明はまだ
不十分である。近年、「細胞レベルの老化」
が加齢にともなう血管老化および血管機能
障害に関与していることが示唆されてきて
いる。 
「なぜ歳を重ねると血管は硬くなってい

くのか」という疑問に対して、以前から幅広
いアプローチでの研究がなされてきた。特に
近年では血管石灰化に対する分子機序の解
明が進むことによって、従来のなれの果てと
しての現象ではなく、確実に治療ターゲット
としての位置づけに入ってきている。加齢と
ともに進む心血管組織における石灰化の中
で、特に血管石灰化は高齢者の不安定な血行
動態を惹起しており、心血管イベント発症に
大きく関与する。その中でも動脈硬化病変の
発生・進展には血管構成細胞の老化形質が背
景にあることが言われており、血管石灰化の
分子機序から見ると、血管平滑筋細胞が骨芽
細胞様形質転換を伴うこと自体も老化形質
転換のその一表現形とも考えられる。 
 
２．研究の目的 
細胞老化研究の中でも長寿遺伝子として

知 ら れ る Sir2 （ silent information 
regulator-2）の役割について注目した。こ
れは寿命の延長する酵母株から同定され、下
等生物から哺乳類まで高度に保存されてい
る NAD+依存性（classⅢ）ヒストン脱アセチ
ル化酵素である。カロリー制限による寿命延
長効果においても大きな役割を担っており、
他にアポトーシス抑制、ストレス耐性、代謝
面の維持・改善にも重要な役割をしている。
哺乳類ホモログとして 7種類の Sirtuinファ

ミリー（SIRT1から SIRT7）が存在しており、
その中で酵母の Sir2 に最も高い相同性を示
すものが SIRT1である。 
本研究において、我々は「長寿遺伝子

Sirtuin (Sir2)のヒトホモログ SIRT1が血管
石灰化においても抑制作用を持ち、最終的に
は抗血管老化作用を発揮する」という仮説を
立てた。それを証明すべく、培養系細胞実験
から動物実験までの幅広い視点で詳細に検
討した。 
 
３．研究の方法 
培養系石灰化モデルとして、高リン刺激を

加える血管平滑筋細胞モデルを用いた。実際
には、ヒト大動脈血管平滑筋細胞（Human 
aortic smooth muscle cells: HASMC）に対
して、培養液中のリン濃度（正常 1.4mmol/L）
を 2.6mmol/Lにまで濃度依存性に上昇させ、
石灰沈着を誘導した。 
また、細胞老化形質の確認老化を評価する

一つの方法として senescence-associated - 
galactosidase (SA-gal)活性を用いた。 
動物実験に関しては、0.75％アデニン含有

餌により誘導されたラット腎不全モデルに
おいて、2か月後に著明なメンケベルグ型の
大動脈石灰化が形成されることを確認し、そ
のモデルで細胞老化形質との関連を検討し
た。 
 
４．研究成果 
【動物実験】 
アデニン含有餌による高リン血症を伴う

腎不全モデルラットに、メンケベルグ型大動
脈中膜石灰化を誘導した。図１A に示すよう
に、中膜の石灰沈着部位の周囲に多くの老化
形質（SAß-gal 陽性）細胞が認められ、その
老化形質を示した細胞数は中膜石灰化面積
に依存して出現していた（図１B）。時系列の
検討から、より早期の段階から中膜細胞の老
化形質が誘導され、遅れて（4 週間以降）微



細な石灰沈着が出現し始めた。 
大動脈における蛋白発現の検討では、腎不

全誘導により SIRT1発現は低下し、逆に cell 
cycle regulator である p21 は著明上昇して
した。 
今後、石灰化形成における SIRT1/p21経路の
関与を Ex vivoモデルを用いて詳細に検討に
すれば、SIRT1活性を保つことが石灰化抑制、
ひいては血管弾性の維持につながることを
証明できる可能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．腎不全ラットにおける大動脈中膜石灰
化の周囲に多数認められる老化細胞形質 
 
 
【培養実験】 
培養系血管平滑筋細胞に対する高リン刺

激の石灰化モデルを用いて、詳細な分子機序
の検討を行った（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．血管平滑筋細胞の石灰化現象に先行し
て出現する細胞老化形質 
 
培養系ヒト大動脈平滑筋細胞（HASMC）への
高リン刺激による石灰化誘導で、細胞老化形

質（SAß-gal 活性上昇）が惹起され、SIRT1
発現は低下し p21は上昇した。この変化は石
灰沈着の上昇に先行しており、腎不全モデル
実験と同様の経過であった。 
また、 SIRT1 活性の阻害（ siRNA による
knockdown）により老化形質・石灰沈着は増
悪し、逆に SIRT1を過剰発現させるとは著明
に抑制された。 
 
一方、図３に示すように、分裂寿命による

老化（replication senescence）を伴ってい
る細胞の方が、同刺激に対する石灰化現象が
過剰であることが判明し、そこにも
SIRT1-p21経路が関与していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．分裂寿命の老化である Replicative 
senescence を伴った血管平滑筋細胞（老）
の方が高リン刺激による石灰化誘導に対し
て過剰反応 
 
高リン刺激による石灰化誘導で代表的な

骨関連因子である alkaline phosphatase 
(ALP)や重要な転写因子である Runx2 の発現
が上昇したが、そこに SIRT1 をさらに siRNA
を用いて完全にノックダウンすることによ
り、平滑筋分化マーカーの一つである
Caldesmon の発現もさらに低下させ、逆にこ
れらの骨関連因子の発現はより強く惹起さ
れた（図４）。 

 
最後に、高リン刺激による石灰化誘導では、

HASMC は骨芽細胞様形質転換（Runx2 発現の
上昇）が惹起され、その形質転換には
SIRT1-p21 経路が大きく関わっていることが
double knockdownの実験から確認された（図
５）。 
 
 
 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４． SIRT1 ノックダウンにより骨芽細胞
様形質転換が著明に惹起された 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．SIRT1-p21 axis による Runx2 発現
調節 
 
 
【まとめ】 
血管平滑筋細胞石灰化の初期形成過程に

おいて細胞老化形質が大きく関わり、そこに
長寿遺伝子 Sirtuinがダイナミックに抗老化
作用を示し、最終的に血管石灰化の抑制に関
わっている可能性を見出した（図６）。 
この新たな知見は、血管石灰化に対する今

後の治療戦略の一つとして Sirtuinがターゲ
ットになり得る可能性を示唆するものであ
り、血管組織を「若く、しなやかに」保つた
め、それに基づく新たな治療法の開発が期待
される。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．高リン血症による血管平滑筋細胞石灰
化の分子機序における SIRT1 の抑制的制御 
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