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1 要旨 

 現在全死亡数の 1/5を占める脳心血管系疾患には血管石灰化が大きく関与しているが、

その研究は細胞実験による分子機序の探求と、動物実験による石灰化像の観察に二分さ

れている。 

 本研究にて、5 mm長のマウス胸部大動脈切片を細胞培養プレートで最長 10日間培養し、

2.6 mMの高リン濃度培養による作用を観察した結果、血管平滑筋層の石灰化像と血管平

滑筋細胞の骨芽細胞様形質転換という分子機序が一つの実験系にて観察できた。  

 さらに、対照群と比較して、40~52週齢の高齢マウスやストレプトゾシンによる糖尿病モデ

ルマウス、Sirt1+/-マウスにて石灰化が亢進することが認められた。  

 以上より、本研実験モデルが血管石灰化研究の発展に寄与するものと考えられた。 
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2 序文 

【背景】  

 「A man is as old as his arteries. ( William Osler, 1849-1919)」という言葉に示されるように全

身臓器である血管は様々な疾患や病態に、延いてはヒトの死にも深く関わっており、血管石

灰化は心臓血管死だけではなく、全死因死亡のリスクであることがメタ解析にて報告されて

いる(1)。 

 2011年の日本の人口推計の結果では、65歳以上の人口が総人口に占める割合が

23.3 %となり、全死亡数のおよそ 1/5を脳心血管系疾患が占めている(2)。高齢化に伴う病態

を考える上で、血管老化やアンチエイジングを避けて通ることはできず(3)、健康長寿を全うで

きるか否かの点において、血管石灰化の抑制、さらには治療改善についての探求は、血管

石灰化に伴う疾患患者数の減少とともに、社会的には医療費の削減にもつながる。 

 心血管系組織には数多くの加齢変化が認められ、具体的には石灰沈着やコラーゲン沈着

および架橋結合、弾性線維の主成分であるエラスチンの脱落・変性などの現象が認められ、

血管壁硬化を呈するこれらの形態学的変化は加齢と共に顕著となり、その中でも大動脈に

おける石灰化は大動脈のコンプライアンス低下を強く惹起し、高齢者に多い収縮期高血圧

の原因となる。また、血管壁の石灰化が血管リモデリングの過程を障害する要因になるなど、

高齢者の血行動態管理を難しくする理由の一つとして血管石灰化が大きく関わっており(4)、

高齢者の動脈硬化性疾患を考える上で重要である（図 1）。 
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図 1 血管老化とは 
 血管老化とは、細胞に普遍的な老化現象、また血管内皮細胞あるいは平滑筋細胞の機

能的、器質的変化と捉えることができ、そのうち血管石灰化は主に血管平滑筋細胞が関与

する器質的変化で、機能的にも動脈の壁硬化につながる血管老化の重要な表現型である。  
 

 

【血管石灰化の病理】  

 血管石灰化は病理学的に、粥状動脈硬化巣、新生内膜に生じる「アテローム硬化性内膜

石灰化」と中膜平滑筋層を主座とする「メンケベルグ型血管中膜石灰化」の２種類に大別さ

れる(5, 6)（図 2）。 

 「アテローム硬化性内膜石灰化」は粥状動脈プラークの中に石灰化病変が認められるもの

であり、冠動脈病変を中心としたプラークにおける脆弱性（破綻のしやすさ）と関係があると

考えられている(7)。急性冠症候群（Acute coronary syndrome: ACS）は不安定プラークの破
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綻が主たる機転であるが、そのプラーク内の石灰化が破綻に対してどのように影響している

かは、まだ不明な点が多い。 

 「メンケベルグ型血管中膜石灰化」は高齢者や腎不全患者(8)、糖尿病患者などによく認め

られ、ヒトにおいては内弾性板直下から中心に中膜石灰化を生じるとされている。高齢者高

血圧症に特徴的な収縮期高血圧を惹起し、血圧変動の増大や起立性低血圧などの誘因に

もなり、延いては心肥大を背景とする拡張不全型心不全や冠動脈疾患、脳卒中などの病態

に対し大きな危険因子となり得る(9)。 

 

図 2 血管石灰化の分類 （模式図） 
 血管石灰化は病理学的に、(A) 中膜平滑筋層を主座とする「メンケベルグ型石灰化」と 
(B) 粥状動脈硬化巣、新生内膜に生じる「アテローム性プラーク内石灰化」と の２種類に大
別される。 
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【血管石灰化研究の変遷と現状】  

 血管石灰化の分子機序に対する研究は以前より行われている。古くは、骨粗鬆症患者に

は大動脈石灰化の程度が強いという数多くの臨床疫学研究から、加齢に伴い骨組織から溶

出したカルシウム成分が血流を介して血管という軟部組織に移動し、受動的にカルシウムが

沈着するという「Calcium shift theory（カルシウム移動説）」(10)が長年に渡り主流であった。 

 しかし、近年では、血管壁を構成する間葉系細胞、主として血管平滑筋細胞が主体となり、

骨・軟骨形成（骨化）と極めて類似した病態変化が生じているという「Cell-mediated process」

が解明されてきた（図 3）。 

 
 
図 3 血管石灰化への関与が想定されている Cell-mediated processの一部 
 古くは、骨粗鬆症患者には大動脈石灰化が多いという疫学的調査の結果から、骨組織か

ら溶出したカルシウム成分が血流を介して血管壁に受動的に沈着するという Calcium shift 
theoryが唱えられていた。しかし、現在では血管を構成する細胞群が能動的に骨化すると
いう Cell-mediated processが主流となっている。また、血管石灰化はこれらのうちどれか一
つの機序によって生じる現象ではなく、互いに誘因・結果となり、そのバランスが破綻するこ

とで血管石灰化が進展すると考えられている。 
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1) Orimo H et al. Ann N Y Acad Sci 598: 444-57, 1991.
2)  Takemura A st al. Arterioscler Thromb Vasc Biol 31: 2054-62, 2011.
3)  Son BK et al. Circ Res 98: 1024-31, 2006.
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 その代表説として、血管石灰化部位に骨基質タンパクや骨代謝調節因子が強く発現して

いることから想定された、血管平滑筋細胞の骨芽細胞様形質変化説が挙げられる(11)（図 4）。 

 

図 4 血管平滑筋細胞の骨芽細胞様形質転換 
 石灰化を誘導する因子には加齢や腎不全、糖尿病や炎症など様々あり、石灰化が生じる

血管では、様々な石灰化抑制因子や、石灰化のコアとなる断片化した弾性線維の存在など

様々な要素が関わっていると考えられているが、通常状態から石灰化へ移行する際には

Runx2による血管平滑筋細胞の骨芽細胞様形質転換が重要な契機となっていると考えられ
ている。 
 

 

 近年、血管の動脈硬化あるいは石灰化に伴い、血管局所での骨形成分子の発現が上昇

していることが明らかとなり、この骨関連分子が血管の石灰化に関連しているという多くの報

告が出されている(12)。なかでも TGF-βスーパーファミリーに属する BMP-2 (Bone 

Morphogenic protein-2) はヒト動脈硬化病変に発現することが明らかとなり(13)、血管石灰化

に関連する血管構成細胞（血管内皮細胞、平滑筋細胞、マクロファージなど）にも発現する

ことがわかっている。(14) 

間葉系幹細胞 

骨・軟骨芽細胞 

Osteoblast like cell 

血管平滑筋細胞 

弾性線維の断片化 

細胞老化!アポトーシス小体 

石灰化コア 
内因性抑制因子 

貪食作用 
（クリアランス） 

Runx2 h-Caldesmon 

加齢 
腎不全 
糖尿病 
炎症 

Runx2 

石灰化 



	
   7	
  

 最近では、この血管石灰化の分子機序として RANKL(receptor activator for Nuclear 

Factor Kappa B ligand)システムが主体となっていることが解明されてきている(15)。RANKL

システムは骨粗鬆症病態形成の中心を成すシステムであり、主として骨芽細胞で産生され

て破骨細胞を活性化し、骨粗鬆症に導く分子である。リガンドである RANKLに対し、

RANK とデコイ型受容体の OPG(osteoprotegerin)の 2つの受容体が存在し、その破骨細胞

の活性化を調節していることが知られている。 

 血管細胞においても RANKL関連分子は発現しており、石灰化した大動脈や、様々な刺

激にて石灰化を誘導した培養系ヒト大動脈平滑筋細胞（human aortic smoothe muscle cells: 

HASMC）においても、骨芽細胞の分化マーカーである Alkaline Phosphatase (ALP)、

Osteopontin (OPN)、Osteocalcin (OC)などの発現が上昇していることが明らかとなっている

(16)。さらには、骨芽細胞の分化を調節する転写因子である Core binding factor α 1 

(cbfa1)/Runt related transcription factor 2 (Runx2)やMsh homeo box homolog 2 (Msx2)、

Osterix といった、BMPsシグナル下流の重要な標的転写因子が血管平滑筋の骨芽細胞様

形質変化に関与していることが証明されている(17-21)。特に cbfa1/Runx2を血管平滑筋特異

的に欠損させたマウスでは、従来の石灰化誘導刺激に対しても石灰化を呈しないことが報

告され(22)、血管石灰化の最重要因子として研究が進められている。 

 以上に示したこれまで報告されている研究結果は、ヒト検体や血管石灰化を呈する疾患モ

デル動物の「石灰化した血管」や、石灰化を誘導した「培養系細胞」を用いて行われきた。 

 しかし、動物実験でのメンケベルグ型石灰化の研究においては、ヒト検体では患者背景の

多様性のため、群間の経時的変化などの観察が困難である。 

 また、実験動物としては、高血圧モデルマウスや糖尿病、肥満モデルマウスといった、いわ

ゆる動脈硬化性疾患モデルマウスでは純粋なメンケベルグ型石灰化を再現することが困難
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であることから、部分腎摘出術やアデニン過剰投与による腎不全モデルラットが用いられて

いる(23)。 

 当科における先行研究にて Takemura らは、アデニン過剰投与にて腎不全を発症させた

ラットには血管中膜平滑筋層を中心とした石灰化が認められ、石灰化に一致する老化形質

の発現が認められることを報告した(24)。 

 しかし、腎不全モデル動物は高血圧や脂質異常、高リン血症など様々な病態を呈しており、

最終的には病理学的な血管石灰化が観察できるものの、分子生物学的な単一因子による

作用機序の検討は困難である 。 

 ゆえに、現状では細胞実験にて血管平滑筋石灰化の分子機序の研究は進められている。

しかし、いわゆる cell line としての培養系平滑筋細胞は、例えば性差や年齢差など、どのよ

うな背景を持った血管から単離された細胞であるかの情報に乏しい。また、一般的に継代数

が 7~8を越えると形態学的な変異が見られることがあり、更に継代数が 12~13を越えると

血管平滑筋細胞としての遺伝子表現型に変異が生じることが知られている(25)。また、当科の

先行研究にて、Takemura らは、培養系ヒト大動脈生活筋細胞を繰り返し継代した結果、細

胞老化が生じ、継代数の違いにより高リン刺激による石灰化に差違が生じることを報告した 

(24)。しかし、生体臓器としての血管には血管内皮細胞や血管周囲脂肪組織が付随している

が、血管より単離された培養系血管平滑筋細胞には、血管石灰化に大きく関わっているとさ

れる血管内皮細胞を欠いているなど、生体臓器としての血管構造からの乖離が認められる。 

 

【血管石灰化と高リン刺激】  

 細胞実験にて血管平滑筋細胞に石灰化を誘導する実験系として、石灰化刺激として培養

液中のカルシウム濃度を上昇させた高カルシウム刺激や(26)、ワルファリンの添加（27）による石

灰化誘導法が報告されている。Jono らはメンケベルグ型血管石灰化を呈する病態の一つで
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ある腎不全によって生じる高リン血症に注目し、培養系ヒト平滑筋細胞に高リン刺激を与え

ることにより石灰化を誘導できることを報告した(28)。当科の先行研究にても、Son らは高リン

刺激による時間依存的、濃度依存的な培養系ヒト平滑筋細胞の石灰化亢進を報告している 

（図 5）。 

図 5 高リン刺激による培養系ヒト平滑筋細胞の石灰化 
 培養系ヒト平滑筋細胞を正常リン濃度培地（1.4 mM）と高リン濃度培地（2.6 mM、3.2 mM）

にて培養した結果、培養期間、リン濃度依存的なカルシウム沈着の亢進を認めた。 

(Fisher’s test, n=6, mean±Standard error, *: p<0.05) 
 

 

 高リン刺激、すなわち細胞外リン濃度の上昇は腎不全やリン過剰摂取、リン代謝調節異常

といった病態で見られ、klotho変異マウスや FGF23欠損マウスの特徴的な表現型として認

められる。 

 リンはナトリウム依存性リン酸トランスポーター（PiT1）を介して細胞内へ流入し、PiT1は血

管内皮細胞、血管平滑筋細胞両方に発現しており、血管内皮細胞に流入したリンは eNOS

を介して酸化ストレスを生じ、血管内皮細胞傷害を経てアテローム型動脈硬化の誘因になる

ことが知られている(29)。 
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 また、血管平滑筋細胞に流入したリンは Erk1/2を介して骨芽関連因子であるMsx2や

Runx2、Osterixを誘導し、血管平滑筋細胞の骨芽細胞様形質転換を惹起させるだけでは

なく、MMP-2, 9を介したエラスチンの断片化による石灰化コア形成 （nucleation）、Bcl2を抑

制することで血管平滑筋細胞のアポトーシスを誘導するという報告もある(30-32)。  

 このようにリンは、血管平滑筋細胞の骨芽細胞様形質転換を介した血管石灰化を特異的

に惹起させる因子ではないが、腎不全というヒトにおいて頻繁に認められる病態を模倣した

単純な刺激因子として血管石灰化研究には有用であると考えられている。 

 

【Streptozocin (STZ) 誘発性糖尿病モデルマウス】 

STZは糖構造を持っており、膵臓の GLUT2によりβ細胞に取り込まれることでβ細胞を破

壊し、マウスに 1型糖尿病を発症させる。本研究では、これを糖尿病モデルマウスとして使

用した。血管石灰化に関しては、主にアテローム性プラーク内石灰化による動脈硬化を呈

することが報告されているが(33)、中膜平滑筋層石灰化の誘因とはならず、ラットを用いた研

究では、STZ投与による高血糖のみでは中膜平滑筋層の石灰化は生じず、アデニン過剰

摂取による腎不全を併発させることで石灰化が生じることが報告されている(34)。 

 

【Sirt1ヘテロノックアウトマウス】 

 NAD+ (nicotinamide adenine dinucleotide) 依存性アセチル化酵素 Sir2 (silent information 

regulator 2) は、老化・寿命の重要な制御因子として注目されている。Sir2は当初、寿命が

延長する酵母株から同定され(35)、現在では古菌類から哺乳類に至るまで高度に保存されて

いることがわかっている。Sir2は哺乳類にも存在することがわかっており、そのホモログであ

る Sirtuinファミリーは現在 7種類同定されている。その中でもっとも酵母 Sir2 と構造が類似

している Sirt1は NAD+依存性タンパク脱アセチル化酵素として機能している。Sirt1遺伝子
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欠損マウスは発生段階で心奇形を生じ、胎性致死あるいは生後間もなく絶命してしまう(36)。

本研究にて用いた Sirt1+/-マウスは野生型と比較し、やや低体重となる傾向がある以外には

特異的な表現型は示さないとされていた(36)。しかし、現在では雌の Sirt1+/-マウスに骨量の

低下が認められ、Sirt1が骨形成に関与することも報告されている(37)。また、いくつかの臓器

特異的 Sirt1遺伝子欠損マウスが作製されており、脳特異的 Sirt1欠損マウスは記憶障害を

認め(38)、血管平滑筋細胞特異的 Sirt1 欠損マウスでは血管石灰化亢進作用を示すなど(39)、

Sirt1は幅広い病態にわたり恒常性を維持し、多くの役割を担っていることが想定され、本研

究では、これを遺伝子改変モデルとして使用した。 

 

【血管石灰化研究の課題と展望】  

 これまで様々な分子が最終的な血管石灰化、血管へのミネラル沈着に至るまでには関わ

っていることが報告されてきた。しかし、動物実験では分子生物学的な単一因子による作用

機序の検討は困難であり、細胞実験では性差、年齢差といった背景、構造的、組織学的変

化が検討できないという、動物実験と細胞実験の乖離が認められる。 

 臓器特性を保持したまま、その機能や組織学的変化を観察する実験系として以前より組

織培養法が活用されており、血管研究においては人工血管置換術を施行した際の摘出血

管切片を数週間にわたり培養できたという報告がある(40)。そこで、この組織培養法を実験動

物に応用し、特に病態モデルマウスや遺伝子改変マウスの摘出血管を用いることで、血管

構造を維持しながら、その病態や特定遺伝子の作用を検討することができるのではと考え、

本実験モデルを創案した（図 6）。 
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図 6 血管石灰化形成の新たな実験モデル 
 細胞実験では生体臓器としての血管機能や性差、年齢差といった背景、構造的、組織学

的変化が確認できないという限界があり、動物実験では分子生物学的な単一因子による作

用機序の検討は困難であるという限界が感じられる。そこで両者の橋渡しとなる新たな実験

モデルを創案した。  
 

 

 

 

 

 

 

 

動物実験
血管平滑筋層石灰化研究に適した

マウスモデルがない

細胞実験 他疾患モデル動物は誘因因子が複雑

生体組織としての血管構造を持たない （例）腎不全ラット

↓ ↓ ↓

高リン血症 高血圧症 脂質異常症

新たな実験モデルの構築
特定因子による生体組織としての血管に生じる変化を観察する

病態モデルマウスや遺伝子改変マウスを用いた血管石灰化の分子機序を検討する
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3 目的 

 

• 血管石灰化形成を観察するために、高リン刺激によるマウス大動脈切片の石灰化を

検討する 。 

 

• 若齢マウスと高齢マウスの大動脈切片の石灰化と、それに伴う血管の骨芽細胞様形

質転換を検討する。 

 

• 病態モデルマウスとして糖尿病モデルマウスを用いて、本実験モデルを検討する。 

 

• 遺伝子改変マウスとして Sirt1ヘテロノックアウトマウスを用いて、本実験モデルを検

討する。  
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4 方法 

 
 
図 7 方法概略図 
 マウスから摘出した大動脈を DMEM を基本培地とした培養液にて培養。正常リン濃度 
1.4 mM を対照として、無機リンを加えた高リン濃度培養液にて石灰化を誘導した。石灰化

を誘導した摘出血管はパラフィンブロックに包埋し、切片を von Kossa 染色後に鏡検、
ImageJにて von Kossa染色面積を測定した。また、希塩酸（0.6 N）にて脱灰後、その溶液を
o-cresolphthalein complexone法（OCPC法）にてカルシウム沈着量を定量した。 
 

 

1. 材料  

  マウス; C57BL/6j; 10週齢オス (日本クレア株式会社, 東京, 日本)、C57BL/6j; 12~18

週齢オス (日本クレア株式会社,東京,日本)、C57BL/6j Retired; 40~52週齢オス（日本クレ

ア株式会社, 東京, 日本）。Sirt1ヘテロノックアウトマウス； 三菱化学生命研究所より搬入（Dr. 

F. W. Alt (Howard Hughes Medical Institute, Harvard Medical School, Boston, USA) 

Dr. Mitsutoshi Setou (Hamamatsu University School of Medicine, Department of Molecular 

培地（DMEM+15 % FBS）
正常（リン濃度 1.4 mM）
高リン濃度（2.6 mM）

パラフィン包埋

von Kossa染色
石灰化面積

0.6N HCl
脱灰

比色法
カルシウム定量
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Anatomy, 1-20-1, Handayama, Hamamatsu, Shizuoka 431-3192, Japan)。C57BL/6j と 6世

代以上交配することで遺伝背景を C57BL/6jに揃えたものを使用した。 

 検体として使用したマウスは、動物飼育室（空調；約２２℃、照明；12時間 ON-12時間

OFF）にて 2週間以上飼育し、成育環境を揃えた後に使用した。 

 摘出大動脈は 24 well plate( MICROPLATE® 12 Well with Lid Flat Bottom; Well 直径 

22 mm; Tissue Culture Treated, IWAKI/旭硝子株式会社, 東京, 日本)にて培養した。培養

液として、15 % ウシ胎児血清と 100 unit/ml ペニシリン G (Invitorgen/Applied Biosystems, 

Inc., California, US) 、100 μg/ml ストレプトマイシン (Invitrogen/Applied Biosystems, Inc., 

California, US)を添加した 4500 mg/ml グルコースを含む DMEM培地（化生研, 東京, 日本）

を用い、37 ℃、5 % CO2条件下で培養した。 

 生理的リン濃度を 1.4 mM として、高リン刺激には無機リン(inorganic phosphate: 

Na2H2PO4/NaH2PO4混合、pH 7.4)を DMEMに加えた、2.6 mM リン濃度培養液を使用した。

石灰化のリン濃度依存性の確認には、DMEM培地に無機リンを加えた各リン濃度培養液

（1.4 mM, 1.8 mM, 2.2 mM, 2.6 mM, 3.0 mM）を用いた。培養液交換は 2日毎に行ない、各

時点（6時間後、１２時間後、１日後、２日後、3日後、4日後、5日後、6日後、10日後）で検

体を回収し、評価を行った。 

 全ての実験は東京大学の動物実験規則に基づいて行われた。 

 

2. アッセイ  

 摘出血管培養後に石灰沈着量 (Ca deposition)を o-cresolphthalein complexone法（OCPC

法）にて測定し、パラフィンブロック切片の von Kossa染色、抽出タンパクによるWestern 

blotting （runt-related transcription factor 2 (Runx2), h-Caldesmon, Sirt1, beta-tubulin）、採取

遺伝子を用いた Real time-PCR (Runx2, h-Caldesmon, Sirt1, GAPDH)の検討を行った。 
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3. 標本の作製と石灰化の誘導  

  東京大学動物実験規則を遵守し、安楽死させた実験動物を清潔環境下で解剖した。皮

切開腹後に横隔膜下面から胸骨左縁を骨切剪刀にて開胸、虚脱した肺を避けて胸椎腹側

に露出する胸部大動脈を臓器用ピンセットにて保持し、末梢側から血管周囲組織と共に大

動脈背面を眼科用剪刀で剥離しながら大動脈弓部近傍まで摘出した。また、気管支ならび

に食道も摘出した。 

 摘出した大動脈はリン酸緩衝生理食塩水(Phosphate bufferd saline: PBS (-))に浸しながら

血管周囲組織を除去し、内腔を 24 G留置針外筒を用いて PBS(-)にて洗浄した。内皮細胞

の除去は滅菌処理した長さ 5 cmの綿糸(株式会社大創産業, 東広島, 日本)を内腔に 1回

通過させ内腔を擦過した。摘出した気管支および食道も同様に周囲組織を除去し、内腔を

洗浄した。 

 上記処理を行った大動脈を長さ 5 mm~10 mmに切断し、24 well plate に 1 検体/wellに

て 2 mlの培養液にて培養し、各項目の検討に用いた。なお、検体は 1.8 mM、2.2 mM、2.6 

mM、3.0 mM とリン濃度を調整した各培養液にて石灰化を比較検討した上で、高リン刺激と

して 2.6 mM リン濃度を選択した。血管内皮細胞の同定については、特異抗体 PECAM-

1(Platelet endothelial cell adhension molecule)(Anti-CD31/PECAM-1 antibody (ab28364), 

abcam, Cambridge science park, UK)を用いた。 

 気管支と食道に関しては、長さ 5 mm~10 mmに切断後、2.6 mM リン濃度培養液にて同

様に培養した。 

 

4. タンパク抽出法  

 培養後の大動脈を 4℃の PBS(-)で洗浄後、濾紙で水分を取り除き、眼科用剪刀を用いて

剪断。RIPA buffer (50 mmol/L Tris-HCl; pH 7.5, 150 mmol/L NaCl, 1 % Nonidet P-40, 
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0.5 % Deoxycholic acid, 0.1 % SDS) に Protease inhibitor cocktail 錠 (complete Mini®, 

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) を加えた Lysis buffer (4 ℃以下) で均質化

した。さらに 12,000 × gにて 30分遠心分離後、その上清をタンパクサンプル として回収し

た。検体のタンパク濃度は Bio-Rad protein assay® (Bio-Rad Laboratories, California, US)を

用いて測定した。 

 

5. SDS-PAGE および  ウェスタンブロット法  

 １サンプルあたりタンパク量として 5 μg を使用し、 sample buffer  （ 0.05 mol/l Tris-HCl; 

pH 6.8, 2 % SDS, 6 % 2-Mercaptoethanol, 10 % glycerol, bromophenol blue） を加え、10分

間 96 ℃で加熱処理後 5~20 % Gradient SDS-polyacrylamide gel(和光純薬工業株式会社, 

大阪, 日本) で 20 mA 定電流で電気泳動し、分離したタンパクを Polyvinylidene difluoride 

膜 (FluoroTrans® 0.2 μm, Pall Corporation, New York, USA)  に転写した。その後、

Blocking One® (ナカライテスク株式会社, 京都,日本) にて室温で 1時間ブロッキングを行っ

た。Blocking One® で希釈した 1次抗体 ( Runx2 (M-70); sc-10758 rabbit polyclonal IgG; 

1:1000;  Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA, h-Caldesmon; c4562 mouse monoclonal 

IgG; 1:4000; SIGMA-ALDRICH, Missouri, USA, beta-tubulin; T4026 mouse monoclonal 

IgG; 1:5000; SIGMA-ALDRICH, Missouri, USA, Sirt1; H-300 rabbit polyclonal IgG; 

1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA, PiT-1(H-130); sc-98814 rabbit polyclonal 

IgG; 1:1000;  Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA)を振盪しながら 4 ℃で一晩反応させ

た後、TBS-Tで 20分間 3回洗浄を繰り返した。5 % Blocking One®-TBST で希釈した 2次

抗体； Horseradish-Peroxidase labeled Anti-rabbit IgG, Anti-mouse IgG (1:1000; Amersham, 

Buckinghamshire, Great Britain) を室温で振盪させながら 1時間反応させ、TBS-Tで 20分

間 3回洗浄した。タンパクの発現は enhanced chemiluminescence detection system ( ECL 
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Prime®; GE Healthcare, Buckinghamshire, Great Britain) 法にて発光させ、 Amersham 

Hyperfilm ECL® ( GE Healthcare, Buckinghamshire, Great Britain) にて検出した。 

 

6. RNA単離、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応、定量的  real time PCR法  

 培養後の大動脈を 4 ℃の PBS(-)で洗浄し、 RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit® ( QIAGEN 

GmbH, Venlo, Netherlands )を用いて Total RNA の抽出を行った。 Total RNA の 1 μgを

oligo dt primer および Omniscript first-strand synthesis system® ( QIAGEN GmbH, Venlo, 

Netherlands ) を用いて cDNA を合成した。得られた cDNA をテンプレートとして、 Power 

SYBR Green PCR Master Mix® ( Applied Biosystems, Inc., California, US ) を溶媒に、7300 

real-time PCR system® (Applied Biosystems, Inc., California, US ) を用いて解析した。PCR 

の条件は 95 ℃10分を 1サイクル、95 ℃10秒-60 ℃60秒を 40サイクル、最後に

Dissociation Protocolを行なった。cDNA量は。内在性コントロールである GAPDHにて補

正した。Primer セットは下記のものを用いてそれぞれの cDNAを増幅した。 

<Mus musculus runt related transcription factor 2 (Runx2), transcription variant 1> 

AGAGTCAGATTACAGATCCCAGG ( forward ) 

TGGCTCTTCTTACTGAGAGAGG ( reverse ) 

 <Mus musculus h-caldesmon> 

ATGGTAGAGGAGAAAACACCAGA ( forward ) 

CCATCCCCTTCTATTTTGGACTC ( reverse ) 

<Mus musculus Sirt1> 

CCTGACTTCAGGTCAAGGGATGGTA (forward) 

CTGATTAAAAATATCTCCTCGTACAG (reverse) 
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7. パラフィン切片作製  

 大動脈を 10 %中性緩衝ホルマリン溶液にて固定後、パラフィンに包埋しブロックを作製し

た（株式会社 新組織化学研究所に依頼）。ミクロトーム（Leica RM2125RT®, Leica 

MICROSYSTEMS GmbH, Wetzlar, Germany）にて 5 μmで薄切し、FRONTIER-coated 

micro slide glass®（松浪硝子工業株式会社, 大阪, 日本）に接着させた。パラフィン切片が

接着したスライドガラスをキシレン （和光純薬工業株式会社, 大阪, 日本）に 2分×3回浸し

た後に、エタノール(和光純薬工業株式会社, 大阪, 日本)(100 % → 100 % → 90 % → 

70 %)にそれぞれ 2分間浸して脱水した。脱水後超純水ですすぎ 、24時間以内に限り 超

純水に浸した状態で 4 ℃で保存、組織染色に用いた。 

 

8. von Kossa染色法  

 脱パラフィン処理したスライドガラスをアルミホイル上に置き、スライドガラスに接着している

リング状の血管切片を覆うように 5 %硝酸銀水溶液を１検体あたり 200 μl 滴下し、紫外線

灯下にて 30~60分静置した。超純水で 3回洗浄後、5 % チオ硫酸ナトリウム溶液を同様に

滴下し、5分間処理後再度超純水で洗浄した。一般的に対比染色として Nuclear fast red染

色を行なうが、後述の von Kossa 染色面積定量時に影響が生じるため本実験モデルでは

行わず、一部サンプルに対して連続切片を用いて von Kossa 染色と Nuclear fast red 染色

を別プレパラートにて行なった。染色後のプレパラートは、エタノール 70 % → 90 % → 

100 % → 100 % に各 1分間浸して段階的に脱水し、キシレンに 2分×3回浸して透徹後、

ゲルマウントにてカバーガラスで封入した。 
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9. Nuclear fast red染色法  

 脱パラフィン処理後のスライドガラスをケルンエヒロート液に 5 分間浸した後流水にて洗浄。

その後脱水透徹し、封入した。 

 

10. HE染色法  

 脱パラフィン処理後のスライドグラスをマイヤーヘマトキシリン液(和光純薬工業株式会社, 

大阪, 日本)に 5分間浸して核染色後、3分間の流水水洗に続き、1 %エオシン Y液(和光

純薬工業株式会社, 大阪, 日本)に 5分間浸して細胞質を染色。その後前述同様脱水透徹

後に封入した。 

 

11. 石灰化の評価   

 von Kossa 染色後の切片は顕微鏡（BZ-9000; 株式会社キーエンス, 大阪, 日本 ）にて×

40倍、シャッタースピード 1/500 秒でカラーデジタルイメージとして撮像した。そのイメージフ

ァイルを ImageJ (NIH, Maryland, US)(41, 42) を用いて目的面積をトレースし、ピクセル数にて

評価した。 von Kossa 染色面積については、石灰化を誘導していない若齢マウス検体の

Brightnessを threshold として染色部位を判定し、その大動脈断面積を分母とした染色面積

の割合にて評価した。１検体から 30 μm 以上の間隔で 3枚の切片を作製し、その平均を

以て検体の von Kossa染色面積とした。 

 また、石灰化を誘導した大動脈を 0.6 mol/l の HClで脱灰処理後、その HCl溶液内 Ca 

含量を OCPC法 ( Cテストワコー® ; 和光純薬株式会社, 大阪, 日本) によって測定、検体

重量によって補正した。 
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12. アルカリフォスファターゼ活性測定法  

 前述タンパク抽出法にて回収したタンパク溶液を p-ニトロフェニルリン酸基質法(ラボアッセ

イ ALP®; 和光純薬工業株式会社, 大阪, 日本)を用いて測定し、検体のタンパク濃度にて

補正した。 

 

13. STZ誘発性糖尿病モデルマウスの作製  

 10週齢および 40~50週齢の C57BL/6j オスマウスに、PBS(-) で希釈した streptozocin 

(STZ) (SIGMA-ALDRICH, Missouri, USA) 60 mg/kg を、1匹あたり 200 μl前後の投与量

となるように調整して腹腔内投与した。対照群には PBS(-) を 200 μlを同様に腹腔内投与

した。１回目投与前、１回目投与後 3 日目および 5 日目に尾静脈採血にて血糖値を測定し、

１回目投与後 5日目に 2回目の STZ投与を行った。2回目投与後 3日目(1回目投与から

8日後)には血糖値＞250 mg/dl以上の高血糖を認め、その後１週間以上経過してから検体

として使用した。なお、血糖値はワンタッチウルトラ ( Johnson and Johnson, New Jersey, US) 

を用いて測定した。餌は自由に摂取させ、血糖の測定は午後 2時から午後 4時の間に行

った。 

 

14. 血液検査  

 マウスより採取した血液を 4℃にて静置後、12,000 × gにて 30分遠心分離後血清を回収

し、株式会社エスアールエル（東京, 日本）にて尿素窒素（BUN）, クレアチニン（Cre）, リン

(iP)の測定を行った。 
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15. 統計解析  

 本文および図表中のデータは一元配置分散分析、または二元配置分散分析を用いて解

析し、二元配置分散分析における相互作用については p<0.05を有意とした。下位検定に

は Turkey法を用い、数値は mean±Standard deviation (SD)にて表示した。 
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5 結果 

＜高リン刺激によるマウス管腔平滑筋臓器の石灰化＞  

 最初に高リン刺激による石灰化が血管に特徴的な現象であるか、大動脈以外の管腔平滑

筋臓器における高リン刺激の作用を検討した。生体内では食道や気管支が一定期間高濃

度のリンに曝露されるという状態は想定し得ないが、マウスから摘出した大動脈、食道、気管

支に 2.6 mMの高リン刺激を与えた結果、大動脈(p<0.01)と食道(p<0.05)に有意な石灰化

が認められた。気管支には有意な石灰化は認められなかった（図 8）。  

 

図 8 高リン刺激によるマウス摘出管腔平滑筋臓器の石灰化 
 2.6 mMの高リン濃度培養液にて 6日間培養した結果、大動脈と食道には有意なカルシ
ウム沈着量の増大が認められ、気管支には認められなかった。 

(ANOVA, n=3, mean±SD, *: p<0.05, **: p<0.01, n.s.: not significant) 
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＜血管内皮細胞による石灰化への影響＞  

 血管石灰化には平滑筋細胞のみならず、血管内皮細胞も大きく関与している可能性があ

る。本実験モデルにおいて、血管内皮細胞による血管平滑筋の石灰化への影響の有無に

ついて検討した。 

 まず、高リン刺激による血管内皮細胞への影響を、切片免疫染色にて観察した。血管内

皮細胞については特異抗体である PECAM-1にて同定を行った。図 9上段に示すように、

少なくとも 3日目までは血管内皮細胞は残存しているが（図 9上段濃緑矢印）、経時的には

血管内皮細胞は死滅する傾向が認められた（図 9上段薄緑矢印）。 

 次に、図 9下段に示すように、大動脈内腔を滅菌した綿縒り糸（ほぐしたタコ糸）にて擦過

し、血管内皮細胞を除去した。大動脈内腔を綿糸で擦過した結果、分枝血管の血管内皮細

胞は残存しているのに対し（図 9下段濃青矢印）、大動脈内腔の血管内皮細胞は除去され

ていることを確認した（図 9下段薄青矢印）。 
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図 9 血管内皮細胞の除去と石灰化への影響  

 パラフィンブロックより作製した大動脈切片を血管内皮細胞特異的マーカーである

PECAM1（CD31）にて染色した。上段：高リン刺激前にて大動脈内腔に一層の血管内皮細

胞が確認され、高リン（2.6 mM）刺激後では、経時的に血管内皮細胞の脱落が認められた

（薄緑矢印）。下段：大動脈内腔を滅菌した綿糸で擦過した結果、大動脈内腔の血管内皮

細胞は除去された（薄青矢印）のに対し、未処理である大動脈分枝の血管内皮細胞は残存

していた（濃青矢印）。 
 

続いて、血管内皮細胞の有無による石灰化への影響を比較したところ、von Kossa染色面

積およびカルシウム沈着量ともに有意な差は認められなかった（図 10）。 

 以上の結果より、本実験モデルにおいて、血管内皮細胞の影響はほとんど無いと判断し

た。さらに、大動脈内腔を擦過することによっていわゆる shear stressが生じ、局所の炎症か

ら石灰化を惹起させる可能性を考慮、また、血管という生体臓器の構造を保存することを重

視し、本実験モデルにおいては血管内腔を洗浄するにとどめることとした。 

 

高リン刺激前 高リン(2.6 mM)刺激1日目 高リン培養2日目 高リン培養3日目

anti-PECAM1 (CD31)

血管内皮細胞除去後
血管内腔を擦過
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図 10 血管内皮細胞の除去と石灰化への影響 

 摘出した大動脈内腔を滅菌した綿糸で擦過し、血管内皮細胞を除去した群と、内腔を

PBS(-)で洗浄のみ行なった群では高リン刺激による石灰化に差は認めなかった 

（ANOVA, n=6, mean±SD, n.s.: not significant） 
 

 

＜各リン濃度によるマウス摘出血管の石灰化＞  

 前述にて確認された高リン刺激によるマウス摘出大動脈の石灰化について、正常リン濃度

(1.4 mM)から高リン濃度（3.0 mM）まで段階的にリン濃度を変化させ、6日間培養して石灰

化を評価した。各リン濃度刺激による結果ついて、石灰化を von Kossa染色面積およびカ

ルシウム沈着量にて比較したところ、正常リン濃度（1.4 mM）と比較し、各高リン濃度(1.8， 

2.2, 2.6, 3.0 mM)にて有意な石灰化が認められた。更に、1.4 mMから 2.6 mM までは濃度

依存的に石灰化の亢進を認めたが、2.6 mM と 3.0 mMでは有意な差が得られなかった（図

11）。以降本実験モデルにおいては高リン濃度を 2.6 mM と設定し、検討を行うこととした。 
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図 11 各種リン濃度による石灰化  

 正常リン濃度培地（1.4 mM）から高リン濃度培地（3.0 mM）まで段階的にリン濃度を変化さ

せ、6 日間培養後石灰化を評価した。von Kossa 染色面積、カルシウム沈着量共に，正常リ

ン濃度と比較して濃度依存的な亢進を認めた。2.6 mM と 3.0 mM との間には有意な差を認

めなかった。 

(ANOVA, n=6, mean±SD, *: p<0.05, n.s: not significant) 

 
 

＜高リン刺激による血管への影響＞  

 高リン刺激による摘出大動脈への影響、特に血管構造が維持されているかを確認するた

め、高リン濃度（2.6 mM）にて 10日間培養した大動脈の連続切片を、von Kossa染色、

Nuclear fast red染色および HE染色にて染色を行なった結果、核の残存と血管としての組

織構造が維持されていることが観察された（図 12）。 
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図 12 高リン（2.6 mM）刺激による血管への影響  

 高リン（2.6 mM）濃度にて 10 日間培養した大動脈の連続切片を、von Kossa 染色、

Nuclear fast red 染色および HE染色にて染色を行なったところ、核の残存と血管としての

組織構造が維持されていることが観察された。 
 

 

＜高リン刺激によるマウス摘出大動脈の能動的石灰化の確認＞  

 本実験モデルが、いわゆる Calcium sift theoryに代表される受動的なカルシウム沈着で

はなく、高リン刺激によって生じる能動的な石灰化であることを示すために、ナトリウム依存

性リン酸トランスポーター1(Sodium-dependent phosphate transporter 1: PiT1)に対する阻害

剤である phosphonoformic acid (PFA)を添加して細胞内へのリンの流入を阻害したところ、

PFAによって高リン刺激による石灰化が抑制されることが認められた。 

 つまり、数日間における高リン刺激によって、臓器としての大動脈が能動的に石灰化して

いることが確認された（図 13）。 

高リン（2.6 mM）刺激10日目

von Kossa染色 Nuclear Fast Red染色 HE染色
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図 13 PFA によるマウス摘出大動脈石灰化の抑制効果 

 ナトリウム依存性リン酸トランスポーター1(Sodium-dependent phosphate transporter 1: 

PiT1)に対する阻害剤である phosphonoformic acid (PFA)を前処理して細胞内へのリンの流

入を阻害したところ、PFA によって高リン刺激によるマウス摘出大動脈の石灰化が抑制され

た。 

 
 

＜von Kossa染色とカルシウム沈着量の相関＞  

 同一個体から摘出した大動脈に高リン刺激を加え、石灰化を誘導した結果における von 

Kossa染色面積と OCPC法にて測定したカルシウム沈着量の相関を検討した結果、von 

Kossa染色面積とカルシウム沈着量には正の相関（R2=0.89638）が認められた（図 14）。 
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ナトリウム依存性リン酸トランスポーター（PiT1）に対する阻害剤 
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図 14 石灰化面積とカルシウム沈着量の相関 

 同一個体から摘出した大動脈を 2つに分割し、リン濃度 2.6 mM、1~10 日間 培養後、そ

れぞれの石灰化を von Kossa 染色面積と OCPC法によるカルシウム沈着量にて評価し、横

軸をカルシウム沈着量（μg/mg）、縦軸を von Kossa 染色面積（%）としてグラフ上にプロット

した（n=27）。von Kossa 染色面積とカルシウム沈着量には強い相関が認められた。 

（n=27, R2=0.89638） 

 
 

＜若齢マウスと高齢マウスから摘出した大動脈の石灰化＞  

 序文で述べたように、ヒトにおいては加齢によって石灰化が亢進するが知られているが、マ

ウスにおいても同様であるか週齢の異なるマウス（若齢：12~18週齢、高齢：40~52週齢）

を用いてその差を比較した。血液検査所見上、若齢マウス群と高齢マウス群には腎機能

（BUN、Cre）、血中リン濃度に有意な差を認めず（図 15）、それぞれの大動脈切片における

PiT-1の発現も有意な差は認めなかった（図 16）。 
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図 15 若齢マウスと高齢マウスの血液検査所見 

 若齢マウス群と高齢マウス群の血液検査所見上、腎機能（BUN、Cre）、血中リン濃度に有

意な差は認めなかった。 

（ANOVA, n=10, mean±SD, n.s.: not significant） 

 
 

 

図 16 若齢マウスと高齢マウスの大動脈切片における PiT-1 の発現 

 若齢マウス群と高齢マウス群それぞれの大動脈切片において、PiT-1 の発現量に有意な

差は認めなかった。 
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 若齢マウスの摘出大動脈においては 3日目から von Kossa染色にて確認できる程度の石

灰化が認められ、以降 6日目まで時間依存的な von Kossa染色面積の亢進が認められた

（図 17上段）。一方、高齢マウスから摘出した大動脈には、リン刺激を加える前に生理的な

石灰化がすでに認められ、さらに 2日目には石灰化面積の亢進が認められた（図 17下段）。 

 

図 17 高リン刺激による若齢マウスと高齢マウスの摘出大動脈の石灰化  

 高リン刺激による、若齢マウス（12~18 週齢）と高齢マウス（40~52 週齢）から摘出した大

動脈の石灰化を比較した。上段：若齢マウスの摘出大動脈では高リン刺激後 3日目には

von Kossa 染色にて確認できる程度の石灰化を認め、以降 6日目まで時間依存的な von 

Kossa 染色面積の亢進を認めた。下段：高齢マウスの摘出大動脈では高リン刺激を加える

前に生理的な石灰化をすでに認め、高リン刺激後 2日目には von Kossa 染色面積の亢進

を認めた。 
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したところ、高齢マウスは高リン刺激初期において有意に石灰化が亢進することを認めた

（図 18）。 

 

図 18 高リン刺激による若齢マウスと高齢マウスの摘出大動脈の石灰化 

 高リン刺激による若齢マウスと高齢マウスの摘出大動脈の石灰化を 0日目からの亢進量

にて比較した結果、von Kossa 染色面積は 2日目に、カルシウム沈着量は 1日目という早

期の時点で、高齢マウスにおける石灰化の亢進を認めた。 

（ANOVA, n=6, mean±SD, * : p<0.05） 
 

 

＜高リン刺激によるマウス摘出大動脈の骨芽細胞様形質転換に関する検討＞  

 血管平滑筋細胞の骨芽細胞様形質転換は、血管石灰化における重要な機序の一つとし

て知られている。その形質転換を司る因子の一つである Runx2に注目し、本実験モデルに

おけるその、発現変化を検討した。また、血管平滑筋細胞に形質転換が生じたという結果を

確認するため、分化型血管平滑筋細胞特異的に発現する h-Caldesmonの発現変化を検討

した。 
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 各培養期間における摘出大動脈サンプルからタンパクを抽出し、ウェスタンブロット法を用

いて評価した。若齢マウスの摘出大動脈では高リン刺激後より Runx2の発現上昇が認めら

れ、Day 1~Day 2をピークに以降減衰する傾向が認められた(図 19.A)。一方、高齢マウス

の摘出大動脈においては、Day 0の時点にて Runx2の発現は上昇しており、さらにはその

発現ピークも高リン刺激後 12時間後に認められる傾向が得られた(図 19.B)。また、h-

Caldesmonは、若齢、高齢マウスの摘出大動脈共に、Runx2の発現上昇以後、発現が低下

することが認められた（図 19.A, B）。 

  

 

図 19 高リン刺激によるマウス摘出大動脈の骨芽細胞様形質転換 

 (A)若齢マウスの摘出大動脈は高リン刺激後より Runx2 の発現が上昇し、刺激後 1日目を

ピークに減衰を認めた。h-Caldesmon は Runx2 の発現ピーク以降に減衰を認めた。(B)高

齢マウスの摘出大動脈では高リン刺激による石灰化誘導以前に Runx2 の発現を認めた。高

リン刺激後 Runx2 の発現はさらに上昇し、刺激後 12 時間をピークに減衰を認めた。h-

Caldesmon は若齢マウスの摘出大動脈と同様に、Runx2 の発現ピーク以降に減衰を認めた。 
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め（図 20.A, B）、Runx2の発現は若齢マウスと比較して高齢マウスでは高リン刺激初期に急

峻な上昇を認めた（図 20.A, C）。次に、骨化マーカーとしての ALP活性について比較を行

った。若齢マウス、高齢マウス共に ALP活性は、時間経過とともに亢進を認め、高リン刺激

後 3日目においては若齢マウスと比較して、高齢マウスにおいて有意な亢進を認めた（図

20.D）。 

 

図 20 若齢、高齢マウスから摘出した大動脈の骨芽細胞様形質転換  

 (A)若齢マウスの摘出大動脈と比較し、高齢マウスの摘出大動脈では Runx2 の発現ピーク

を早期に認め、その発現量にも有意な差を認めた。また、h-Caldesmon は、高齢マウスの摘

出大動脈において、高リン刺激後早期からの発現の減少を認めた。（B, C)(A)をグラフ化し

たもの。(D)骨化マーカーである ALP 活性は、若齢、高齢マウスの摘出大動脈共に、時間経

過とともにその上昇を認めた。高リン刺激後 3日目の時点では、若齢マウスの摘出大動脈と

比較して高齢マウスの摘出大動脈は有意に骨化していることを認めた。 

(ANOVA, A-C: n=6, D: n=3, mean±SD, *: p<0.05) 
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mRNA Runx2においては、若齢マウス、高齢マウスの摘出大動脈共に、タンパク発現のピ

ークより早期に発現のピークを認め、若齢マウスの摘出大動脈と比較して、高齢マウスの摘

出大動脈では、高リン刺激によって早期に mRNA Runx2の発現上昇が認められた（図 21）。 

 

 図 21 高リン刺激によるマウス摘出大動脈の Runx2、h-Caldesmon mRNA の発現変化  

 若齢マウスの摘出大動脈と比較して、高齢マウスの摘出大動脈は早期にmRNA Runx2 の

発現上昇し、mRNA h-Caldesmon の発現は低下した。 

（ANOVA, n=6, mean±SD, * : p<0.05 ） 
 

 

＜病態モデルマウス、STZ誘発性糖尿病マウスへの応用＞  

 STZは糖構造を持っており、膵臓の GLUT2によりβ細胞に取り込まれることでβ細胞を

破壊し、マウスに 1型糖尿病を発症させる。STZ誘発性糖尿病マウスの作成法に関しては

様々なプロトコルが報告されており、高用量を単回投与することで膵β細胞を広範に破壊し、

急激な血糖上昇を発症させる方法や、低用量を複数回投与することで緩徐な血糖上昇を

生じさせる方法がある。本実験では高齢者における病態も考慮し、緩徐な血糖上昇を生じさ

せることとした。 
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 若齢マウス、高齢マウス共に、STZ 60  mg/kgを初回投与したところ血糖上昇が認められ、

2回目を投与することにより血糖値は 250 mg/dl以上に上昇し、糖尿病を発症した。糖尿病

発症後 1週間自由行動にて経過後、検体として使用した（図 22）。それぞれ、コントロール

群（PBS投与）と STZ投与群には腎機能（BUN、Cre）、血中リン濃度に有意な差は認めら

れなかった（図 23）。 

 

図 22 STZ 腹腔内投与による糖尿病発症までの血糖値推移 

 若齢マウス、高齢マウス共に、STZ 60 mg/kg を腹腔内投与後 3日目には血糖値の上昇

を認め、2 回の STZ 腹腔内投与にて血糖値 250 mg/dl 以上の高血糖を認めた。PBS を腹

腔内投与した対照群に血糖値の変化は認めなかった。 
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図 23 STZ 腹腔内投与による糖尿病発症後のマウス血液検査所見 

 若齢マウス、高齢マウス共に、STZ 投与群と PBS 投与群の血液検査所見上、腎機能

（BUN、Cre）、血中リン濃度に有意な差は認めなかった。 

（ANOVA, n=6, mean±SD, n.s.: not significant） 

 

 

 前述（図 17）若齢マウス摘出大動脈にて認められた、von Kossa染色にて高リン刺激によ

る石灰化が確認できる時期である 3日目を評価点として、各群の石灰化を比較したところ、

若齢マウス（図 24）、高齢マウス（図 25）共に、STZ投与群において、von Kossa染色面積、

カルシウム沈着量に有意な亢進が認められた。 
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図 24 若齢糖尿病マウス摘出大動脈の石灰化 

 若齢マウスにおいて、PBS を腹腔内投与したコントロール群と比較し、STZ 腹腔内投与に

より糖尿病を発症したマウスでは、高リン刺激後 3日目の時点で、von Kossa 染色面積、カ

ルシウム沈着量共に有意な亢進を認めた。 

（ANOVA, n=6, mean±SD, * : p<0.05, n.s.: not significant） 
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図 25 高齢糖尿病マウス摘出大動脈の石灰化 

 高齢マウスにおいて、PBS を腹腔内投与したコントロール群と比較し、STZ 腹腔内投与に

より糖尿病を発症したマウスでは、高リン刺激後 3日目の時点で、von Kossa 染色面積、カ

ルシウム沈着量共に有意な亢進を認めた。 

（ANOVA, n=6, mean±SD, * : p<0.05, n.s.: not significant） 
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図 26 高リン刺激による糖尿病マウス摘出大動脈の Runx2 発現変化 

 高リン刺激 0日目、1 日目、2 日目と、早期における、若齢マウス、高齢マウス、それぞれ

の群の Runx2 の発現を観察した。若齢マウス、高齢マウス共に、高リン刺激後 1日目の時

点で、対照群と比較して STZ 腹腔内投与にて糖尿病を発症した群の摘出大動脈における

Runx2 の有意な発現上昇を認めた。 

（ANOVA, n=3, mean±SD, * : p<0.05） 
 

 

＜遺伝子改変マウス、Sirt1+/-マウスへの応用＞  

 これまでの結果より、加齢は血管石灰化を促進させるということが示唆された。Takemura ら

は、長寿遺伝子として知られる Sirt1に関して、培養系ヒト平滑筋細胞を高リン刺激にて石灰

化させると Sirt1の発現が有意に低下、また、継代を繰り返して細胞老化を誘導することで

Sirt1が低下すると報告している(24)。 

 本実験モデルにて高リン刺激による Sirt1の発現変化を検討したところ、本研究にて用い

た若齢マウスと高齢マウスの週齢差では、Sirt1 の発現量に有意な差は認められなかったが、

高リン刺激を与えることにより、若齢マウスと比較して高齢マウスでは早期に Sirt1の発現が

低下することが認められた（図 27）。 
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図 27 高リン刺激による摘出大動脈 Sirt1 発現への影響  

 若齢マウスと高齢マウスの摘出大動脈には Sirt1 発現に差を認めず、正常リン濃度での培

養経過においても変化を認めなかった。高リン刺激により摘出大動脈の Sirt1 発現は低下し、

刺激後 3日目の時点では、若齢マウスと比較し、高齢マウスの摘出大動脈では有意な Sirt1

の発現低下を認めた。 

（ANOVA, n=3, mean±SD, * : p<0.05） 
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とが認められた（図 28）。 
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図 28 Sirt1 活性阻害による若齢マウス摘出大動脈石灰化への影響 

 対照群と比較して、Sirtinol 前処理によって Sirt1 活性を阻害した群では、高リン刺激後 3

日目の時点で、von Kossa 染色面積、カルシウム沈着量共に有意な亢進を認めた。 

（ANOVA, n=6, mean±SD, * : p<0.05, n.s.: not significant） 
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は胎生期に心奇形を生じ、胎性致死あるいは生後間もなく絶命してしまうため、Sirt1+/-マウ

スを用いた。大動脈切片における Sirt1の発現は、Sirt1+/-マウスにて有意に低下を認めた

（図 29）。 
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図 29  Sirt1+/-および Sirt1+/+マウス大動脈切片における Sirt1 発現量  

 Sirt1+/+マウスと比較して、Sirt1+/-マウス大動脈切片では、Sirt1 の有意な発現量低下を認

めた。 

（ANOVA, mean±SD, * : p<0.05） 
 

 

 Sirt1+/-マウスを用いて、高リン刺激後 3日目を評価点として Sirt1+/+群との石灰化を比較し

たところ、Sirt1+/-群において von Kossa染色面積、カルシウム沈着量共に有意な亢進を認

めた（図 30）。 
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図 30  高リン刺激による Sirt1+/-マウス摘出大動脈の石灰化  

 Sirt1+/+マウス摘出大動脈と比較して、Sirt1+/-マウス摘出大動脈では、高リン刺激後 3日目

の時点で、von Kossa 染色面積、カルシウム沈着量共に有意な亢進を認めた。 

（ANOVA, n=3, mean±SD, *: p<0.05, n.s.: not significant） 
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ら摘出した大動脈における Runx2の発現を観察したところ、高リン刺激後 1日目の時点で

Sirt1+/-群における Runx2の有意な発現上昇が認められた（図 31）。 
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図 31  高リン刺激による Sirt1+/-マウスにおける Runx2 発現変化 

 高リン刺激 0日目、1 日目、2 日目の Sirt1+/+マウスと Sirt1+/-マウスから摘出した大動脈に

おける Runx2 の発現変化を観察したところ、高リン刺激後 1日目の時点で Sirt1+/-マウス摘

出大動脈における Runx2 の有意な発現上昇を認めた。 

（ANOVA, n=3, mean±SD, *: p<0.05）。 
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6 考察 

 本研究にて細胞実験と動物実験それぞれの特徴を補強する新たな実験モデルを創案し

た。実験動物が成長していく過程で、培養細胞のように短期間で表現型が変化することは

無く、生体臓器としての血管をそのまま用いることで、その臓器としての変化を観察すること

ができるという細胞実験には無い利点がある。また、培養液という調整された環境に単一因

子を刺激として加えることや、遺伝子改変マウスを用いることで、その刺激因子や標的遺伝

子の作用を検討することが可能であり、個体背景も年齢差や性差に留まらず、生育環境、遺

伝子的にも背景が統一された群間での経時的な変化が観察できるという細胞実験には無い

利点がある。 

 本実験モデルにおいて、血管平滑筋層の石灰化に対して、血管内皮細胞はほとんど影響

しないという結果が得られた（図 10）。その理由として、血管内皮傷害は主にアテローム型動

脈硬化の誘因となり、メンケベルグ型血管石灰化には大きく関与しないことや、アテローム型

動脈硬化の形成過程に重要なマクロファージなどが、本実験モデルの培養環境下には存

在しないことが原因と考えられる(43)。また、大動脈内腔を擦過し、血管内皮細胞を除去する

手技は shear stressによる局所の炎症を惹起し、NF-κBの活性化など炎症性サイトカイン

が動員され血管石灰化を促進させることが想定され(44)、血管内皮細胞を除去するという手

技が血管内皮細胞を介した石灰化促進に影響すると考えられた。  

 PFAは PiT1阻害によってリンの流入を抑制することで血管石灰化を抑制する。図 13に

示すように、PFAの処理により高リン刺激による摘出大動脈の石灰化が抑制された。つまり、

本実験モデルはリンの流入による能動的石灰化を再現したものであり、培養液中のカルシウ

ムが受動的に沈着した結果ではないと考えられた。また、大動脈切片における PiT1の発現

量は週齢によって有意な差は認めなかった。 



	
   48	
  

 高リン刺激による摘出大動脈の石灰化を経時的に観察したところ、若齢マウスでは 3日目

に von Kossa染色にて石灰化が確認された。また、高齢マウスでは当初より生理的な石灰

化を認め、2日目には石灰化面積の亢進が確認された（図 17, 18）。このことから、遺伝子背

景や生育環境が統一されたマウスにおいて、加齢が生理的な石灰化の誘因となっている可

能性が考えられた。また、若齢マウスと高齢マウスを比較した結果、高リン刺激初期に高齢

マウスにおいて石灰化が亢進することが確認され（図 18）、臨床的には知られている、加齢

が血管石灰化の危険因子であることを本実験モデルにて再現した。 

 今回は、血管石灰化の重要因子のひとつである Runx2の発現に注目した。若齢マウス高

齢マウスともに、高リン刺激後からその発現上昇を認め（図 19）、それぞれ von Kossa染色

にて確認できる程度の石灰化が現れる時点より早期にその発現ピークを認めた。また、以降

も石灰化は亢進するのに対し、Runx2の発現は低下することが確認された。このことは、

Runx2が石灰化あるいは骨芽細胞の指標というよりも、骨芽細胞様形質転換のイニシエー

ターとしての役割を担っているものと考えられる(22)。 

 h-Caldesmonは血管平滑筋特異的に発現し、分化型血管平滑筋細胞のマーカーとして頻

用され、未分化から分化型への形質転換、あるいは脱分化に伴いその発現は変化する(45)。

アテローム型動脈硬化巣の形成には血管平滑筋の脱分化による増殖能の再獲得が関与し

ていると考えられているが(46)、本実験モデルでは明らかな内膜肥厚は認めなかった。本研

究の結果では、Runx2の発現上昇と血管石灰化形成に遅れてh-Caldesmonの発現は経時

的に低下し、骨化マーカーであるALPは経時的に上昇していることから（図20）、血管平滑

筋細胞がRunx2により骨芽細胞様形質転換をすることで、血管平滑筋細胞としての特性を

失い、石灰化が進行していくという経過が考えられた。 

 病態モデルマウスへの適用を検討するために、STZ腹腔内投与による糖尿病モデルマウ
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スを用いた。糖尿病患者は臨床的に大動脈といった大血管では動脈硬化が亢進することが

知られているが、内胸動脈といった中小動脈においては血管石灰化が亢進することが報告

されている (47)。よって、本実験モデルにて糖尿病による血管石灰化の亢進が再現できるか

を、糖尿病モデルマウスを用いて検討した結果、糖尿病モデルマウスの摘出大動脈が石灰

化しやすいことが示された（図24, 25）。 

 Glucoseは血管内皮細胞においてRunx2を活性化させ、血管内皮細胞増殖、血管新生を

促進させることで動脈硬化を惹起させることが報告されている(48, 49)。しかし、培養系ヒト平滑

筋細胞（図5）および、本実験モデルにおける正常リン濃度の対照群では、培養液中の

Glucose（450 mg/dL）では石灰化が惹起されなかった。また、STZ腹腔内投与にて血糖上昇

後、1週間という期間高血糖に曝露されただけでは摘出大動脈に明らかな石灰化の亢進は

認めなかった（図24, 25）。しかし、高リン刺激によって糖尿病マウスの摘出大動脈は石灰化

が亢進することから、いわゆるLegacy effect(50)との関連が示唆された。 

 また、若齢糖尿病マウスと比較し、高齢糖尿病マウスでは石灰化が亢進することから、加

齢と糖尿病の二重の危険因子が想定され、高齢者診療における病態管理の重要性が示唆

された。しかし、今研究においては、高リン刺激を加えた若齢糖尿病マウスと高齢糖尿病マ

ウスの摘出大動脈に、明らかなRunx2発現の差が認められず、結果として生じている石灰化

の違いの原因については不明であり、今後より詳細な検討を必要とする。 

 次に、遺伝子改変マウスにおいても本実験モデルが適用できるかを検討するにあたり、 長

寿遺伝子として知られる Sirt1に注目し、Sirt1ヘテロノックアウトマウスを用いた。 

 当科の先行研究にて、Takemura らは、培養系ヒト平滑筋細胞において、継代を繰り返して

細胞老化を誘導すると Sirt1の発現が低下し、高リン刺激によって石灰化を誘導すると、時
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間依存的に Sirt1発現量は低下し、Sirt1を siRNAにてノックダウンすると Runx2の発現が

上昇すると報告した (24) 。 

 ヒストン脱アセチル化酵素である Sirt1は Runx2のアセチル化にも関与していることが報

告されており、培養系ヒト平滑筋細胞にて、Resveratrolによる Sirt1の化学的活性化によっ

て Runx2のアセチル化は抑制され、Sirt1をノックダウンすると Runx2のアセチル化は亢進

する (51)。本研究にて用いた高齢マウスの大動脈には有意な Sirt1発現の低下は認められな

かったが、高リン刺激によってその発現低下に有意な差を認めた（図 27）。また、Resveratrol

にて Sirt1を活性化させると血管老化は抑制され(52)、抗炎症作用を示す(53)ことから Sirt1は

血管保護機能を有していることが報告されており、Sirtinolによる Sirt1の化学的阻害、

Sirt1+/-マウスにて有意な石灰化亢進が認められることから（図 28, 30）、血管の老化には

Sirt1の発現量だけではなく、その活性化も大きく関わっており、その結果 Runx2の活性も

変化する可能性が考えられた。 

 Sirt1はストレス依存性に応答する遺伝子である。加齢を長期にわたる慢性的なストレスと

するならば、そのストレス蓄積によってその発現は低下し、高リン刺激や高血糖など、急性か

つ強力なストレス曝露初期には、その活性低下を以て応答し、その後のストレス蓄積によっ

て発現が低下する可能性が考えられた(46)。その結果、今研究における週齢差や STZ投与

による Runx2の発現に差が生じた可能性が考えられた。 

 つまり、Sirt1は血管石灰化に対する保護作用を有しており、その活性低下により血管石

灰化は亢進し、さらにはその発現低下によって石灰化は加速するという可能性が考えられた。

今後の課題として、さらなる加齢や高リン刺激、高血糖による Sirt1活性の変化を検討する

必要があると考えられた。 
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 以上より本実験モデルが、細胞実験で解明されてきた分子機序や動物実験で観察されて

きた病態病理学的所見を再現できる可能性が示された。しかしながら、今研究を通じて、本

実験モデルの課題も認められた。 

 今回使用したマウスは、野生型として実験対照群に頻用される C57BL/6jマウスである。今

研究にて高齢群として使用した 40~52週という、ヒトに換算すると壮年期から高齢期にあた

るマウス大動脈には、生理的な石灰化が生じている個体が大半であったが、なかには石灰

化が生じていない個体も存在し、遺伝子的な背景や生育環境が統一されていても成長過程

における個体差が存在する可能性があった。また、石灰化の評価指標としての von Kossa

染色面積は、血管断面積に対する割合で評価するため、0 %~100 %の限定された範囲で

の数値評価である。つまり、統計解析上の限界のため、von Kossa染色が鏡顕上確認される

時点から、断面積あたりの石灰化が飽和する時点までの限定された期間での評価となって

いる。それを補うため、今回は細胞実験における石灰化評価法であるカルシウム沈着量測

定も行なった。しかし、石灰化誘導初期においてカルシウム沈着量の増大が認められるもの

の、von Kossa染色では染色面積の亢進が認められないことから、血管石灰化の検出法とし

ては von Kossa染色の感度が弱いという限界も認められた。 

 また、病理学的には、ヒトにおける血管中膜平滑筋層の石灰化は、血管内膜と中膜平滑

筋層の境界に存在する内弾性板直下から生じるとされている(54)。しかし、マウス大動脈には

血管内膜としては薄い一層の内皮細胞層しか存在せず、その内膜と外膜の間を平滑筋層

が占めており、内弾性板という構造が無い。本実験モデルにおいて、どこから石灰化が生じ

るかについては、培養液と接する部位である血管内縁または外縁から生じる傾向が観察さ

れたが、細胞内における局在というミクロの観点からは観察できなかった。 
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 血管平滑筋細胞の石灰化については、その起源として、アポトーシス小体や断片化された

エラスチンを核とする nucleation も考えられている(32)。当科における先行研究にて、培養系

ヒト平滑筋細胞に高リン刺激を加えることでアポトーシスが誘導されることを報告しており(55)、

本実験モデルにても石灰化初期に、アポトーシスを誘導する Cleaved-Caspace-3の発現が

上昇することを認めている。また、Bcl-2/Baxは Runx2を介してアポトーシスを誘導するとい

う報告もあり(56)、単に Runx2による血管平滑筋細胞の骨芽細胞様形質転換という機序だけ

ではなく、本実験モデルは血管石灰化という現象を全般的に検討できる可能性があると考

えられた。 

 若齢マウスの摘出大動脈において、von Kossa染色で確認できる石灰化は高リン刺激後 3

日目より確認された。これは高リン血症という病態を考えた時に、血管に石灰化が生じるまで

の期間としてはとても短い。その原因として、前述のように血管外縁からも石灰化が現れるこ

とから、生体内では存在しない血管外膜からの刺激流入が影響している可能性が考えられ

る。実験動物に動脈硬化を生じさせる実験系として、カフ留置による血管傷害モデルがある

が(５7)、これも数日間のカフ留置にて分子生物学的にも動脈硬化の表現型を示すことが知ら

れている。このように本実験モデルの時間経過については、いわゆる病態における経過を

再現していないとも考えられる。 

 以上より、本研究において、細胞実験と動物実験それぞれの特徴を補強する新たな実験

モデルを確立し、高リン刺激を加えることでマウス摘出大動脈にメンケベルグ型血管石灰化

を再現した。さらには、Runx2、h-Caldesmon といった血管石灰化における分子指標も病態

を反映するような形で変化を認めたことから、本実験モデルによる分子生物学的な探求の可

能性が示唆された。また、本実験モデルが病態モデルマウスや遺伝子改変マウスにも応用
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できることが示唆されたことにより、本実験モデルが血管石灰化に関する研究の発展に寄与

するものと考えられた。 

 また、本実験モデルを用いることで、年齢差だけではなく、性別による石灰化への影響をも

検討できると期待される。さらに、石灰化の評価だけではなく、血管機能維持、血管老化と

いう観点から、弾性評価など血管機能研究への発展も期待でき、今後の課題としたい。  
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7 結論 

 本研究にて、細胞実験と動物実験それぞれの特徴を補強する 、血管石灰化形成の新た

な実験モデルの可能性を示した。 

 マウスから摘出した大動脈に高リン刺激を加えることで石灰化が誘導され、その過程にお

いて血管平滑筋細胞の骨芽細胞様形質転換が生じている事を示した。 

 本実験モデルが、病態モデルマウスや遺伝子改変マウスにも応用できる可能性を示し、本

実験モデルが、血管石灰化形成の研究の発展に寄与すると考えられた。 
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