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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病患者にみられる動脈石灰化のメカニズム解明のために、本研究では、培養細胞お
よびモデル動物を用いて、動脈石灰化に関わる転写調節因子の役割を検討した。
　高リン血症による血管平滑筋細胞の骨様細胞への形質変換に転写因子KLF4が関与することを、in vivo、in vtiroで
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異的にNF- κB活性を抑制するマウスでは血管傷害による内膜肥厚性動脈硬化形成が抑制されることを示した。現在、
腎不全病態におけるNF- κBの血管石灰化への役割をこれらマウスで用いて検討中である。

研究成果の概要（英文）：To reveal the mechanisms which induce vascular calcification in the patients with 
chronic kidney disease, roles of transcriptional factors which are related to vascular calcification are s
tudied in the present study.  We found that Klf4, a transcriptional factor, plays important roles in trans
formation of vascular smooth muscle cells to osteocyte-like cells by hyperphosphathemia in the in vivo and
 in vitro experiments. It was also shown that by the same experimental system hyperglycemia is not a signi
ficant factor for worsening of vascular calcification. In addition, by vascular smooth muscle cell specifi
c inactivation of NF-kB activity in mouse, endothelial thickening arteriosclerosis by vascular injury was 
ameliorated. Currently, we are examining the roles of NF-kB in the pathogenesis of vascular calcification 
by chronic renal failure, using these genetically modified mouse.
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１．研究開始当初の背景 
 慢性腎臓病の概念が提唱され、慢性腎臓病
における腎機能低下が死亡率の上昇を生じ、
心・血管系死亡の増加がその要因である可能
性が示され、心・血管系障害の原因となる動
脈硬化の発症・進展機序について多くの研究
がなされて来た。最近の報告では、この慢性
腎臓病患者死亡率の上昇には、心・血管系疾
患の増加のみならず、感染症など全ての疾患
の死亡率上昇が寄与している可能性が指摘
されているが、心・血管系死亡が著しく高率
であることは、依然として、臨床上重要な問
題となっている。この慢性腎臓病における動
脈硬化の促進、accelerated atherosclerosis の概
念は古くから認識されており、特に、末期腎
不全にともなう血管石灰化が非常に重要で
あることが報告されている。この血管石灰化
は、中膜、平滑筋細胞が病変の場となり、平
滑筋細胞の骨芽細胞様細胞への分化、石灰沈
着を生じることが示されている。しかし、こ
れまでの報告では、単に、骨芽細胞のマーカ
ー遺伝子発現が増加し、平滑筋細胞のマーカ
ー遺伝子が減少するということが示されて
いるに過ぎず、その詳細な機序は明らかとさ
れていない。慢性腎臓病患者の予後改善には、
この石灰化機序解明は極めて重要と考えら
れている。 
 
２．研究の目的 
 慢性腎臓病および、末期腎不全患者に見ら
れる血管石灰化の発症機序を明らかとする
ために、本研究が立案された。本研究では、
遺伝子操作動物、培養細胞を用いて、転写調
節因子である nulcear factorκB (NFκB)を中心
として、Krüppel-Like Factor 4 （Klf4）、種々
の分化誘導因子、炎症性サイトカインの血管
石灰化における役割と病変の場を明らかと
して、その治療標的分子を同定し、治療法開
発へと続く基礎的検討を行うことを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
（１）高リン環境における血管石灰化機序の
解明 
 慢性腎臓病では、早期からリン代謝異常を
生じ、血管石灰化、さらには生命予後と密接
な関係を有することが知られている。そこで、
本研究では、培養細胞を用いた in vitro の研究
と、遺伝子操作動物などを用いた in vivo の研
究の双方から、高リン環境における血管石灰
化発症機序と、その主たる病変の場を解明し、
治療標的となる蛋白を同定することを試み
た。 
 培養細胞においては、ラット大動脈より採
取した血管平滑筋細胞において、高リン培地
存在下における血管石灰化で誘導される蛋
白と、転写調節因子活性化の検討を行った。
特に、血管平滑筋細胞の分化に重要な役割を
果たす転写調節因子である Klf4 について検
討を加えた。また、高リン血症による大動脈

石灰化における Klf4 の役割をさらに検討す
るために、adenine 誘導腎不全ラットを用いて
同様に検討を行った。 
（２）血管石灰化増悪因子の検討 
 糖尿病腎症による慢性腎不全では、他の疾
患による場合に比べ、血管石灰化がさらに進
行することが臨床上認められる。そこで、糖
尿病腎症における血管石灰化の増悪機序を
検討するために、adenin 誘導腎不全ラットに
streptozotocin 糖尿病を誘導し、血管石灰化の
変化を検討した。また、培養血管平滑筋細胞
を用いて、高リン培地における平滑筋細胞の
石灰化と、骨細胞分化マーカー発現に対する
高グルコースの影響を検討した。 
（３）細胞特異的 IBN 発現マウスを用いた
血管平滑筋細胞障害における NFB 活性化の
役割の検討 
 NFB の腎不全における血管石灰化への影
響を検討するために、現有するマウスは全て
バックグラウンドが C57/BL6 系マウスであ
り、この系統が血管石灰化に抵抗性であるこ
とから、SM22α-Cre マウス、後述の loxP- 
IBN マウスの両マウスを血管石灰化に感
受性のある CBA/2 マウスに交配し、系統の変
更を行った。 
 バックグラウンド変更と並行して、この系
の確立を兼ねて、NFB の血管傷害における
重要性を検討した。以前、我々の研究室では、
NFB 活性化抑制因子である IB のリン酸化
部位を欠落し、恒常的に NFB と結合してそ
の活性化を抑制する IBN の遺伝子を loxP
で挟んだ construct を組み込んだ loxP- IBN
マ ウ ス を 作 成 し た 。 こ の マ ウ ス と 、
cre-recombinase を血管平滑筋細胞にのみ発現
する SM22α-Cre マウスとを掛け合わせ、血管
平滑筋特異的に NFB 活性を抑制したマウス
を作成した。このマウスにおいて、頸動脈に
機械的な血管障害を起こし、Klf4 と NFB の
役割を検討した。 
 さらに、NFB の腎不全における血管石灰
化への影響を検討するために、現有するマウ
スは全てバックグラウンドが C57/BL6 系マ
ウスであり、この系統が血管石灰化に抵抗性
であることから、SM22α-Cre マウス、 IBN
マウスの両マウスを血管石灰化に感受性の
ある CBA/2 マウスに交配し、系統の変更を行
った。 
 
４．研究成果 
（１）高リン環境における血管石灰化機序の
解明 
 培養血管平滑筋細胞を用いた検討では、リ
ン負荷による血管平滑筋細胞の骨様細胞へ
の形質変換に転写因子 Klf4 が関与すること
を同定した。すなわち、高リン培地での血管
平滑筋培養は、平滑筋分化マーカーである
SMα-actin、SM22α の発現を低下させ、骨細
胞の分化マーカーである osteopontin、alkaline 
phosphatase、Runx2 の発現を亢進させること
が示された。これら高リン培地による変化は、
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培地の糖濃度は、この高リン培地による変化
に有意の差異を生じなかった。この結果より、
糖尿病腎症にみられる、血管石灰化促進は、
血糖自体の影響は少ないと考えられた。
（３）細胞特異的
血管平滑筋細胞障害における
役割の検討 

NFB の腎不全における血管石灰化への影
響を検討するために、現有するマウスは全て
バックグラウンドが
り、この系統が血管石灰化に抵抗性であるこ
とから、SM22α
ウスの両マウスを血管石灰化に感受性のあ

CBA/2 マウスに交配し、系統の変更を行
新たに CBA/2
する SM22α-Cre
の作成に成功した。現在これらマウスを用

いて adenin誘導腎不全マウスにおける血管石
灰化を検討中である
バックグラウンド変更と並行して、この系

の確立を兼ねて、
重要性を検討した。

-recombinase
する SM22α-Cre
平滑筋特異的に
を作成することに成功した
生型マウスにおいて、
障害を起こしたところ、野生型マウスでは局
所での NFB の著明な活性化と、内膜肥厚性
動脈硬化が誘導された。これに対して、
平滑筋特異的に
では、内膜肥厚性動脈硬化の形成は有意に抑
制された。この結果から
ける NF-B の重要性が生体内で明らかとな
った。 
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