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要約：慢性腎臓病患者において，心血管病にはミネラル代謝異常や炎症が強く関与している．

ビタミン D受容体（VDR）を活性化する， VDRアクテイベーターは抗炎症効果などの多面的
作用を有している．また，血中の内因性ビタミン D [25司ヒドロキシビタミン D3:25 (OH) 
D3］濃度と心血管系疾患との関連性が示されているが，血管組織内局所におけるビタミン D
代謝は検討課題である．われわれは，リン（P）および炎症性サイトカイン刺激によるヒト大

動脈血管平滑筋細胞（VSMC）の石灰化への 25(0H)DJの影響を検討した高Pおよび腫揚
壊死因子ーα（TNF回 α）で刺激した VSMCに， 25(0H)D3(10-6～10-s M）を添加し， VSMC
の石灰化，およびビタミン D代謝について検討した．高PおよびTNF，αにより VSMCの石

灰化は促進し， 25(0H)D3は石灰化を抑制した.25(0H)D3とより VDRmRNA発現の上昇や

オステオカルシン mRNA発現低下が認められた.25(0H)D3は高Fおよび炎症性サイトカイ

ンによる VSMCの石灰化プロセスを抑制した．

キーワード：血管石灰化，血管平滑筋細胞， 25(OH) D3, TNF－α 

ノ

慢性腎臓病は，血管石灰化の発症・進展を促進す

る病態である．血管石灰化は動脈硬化の病態の一つ

であり，心血管病の発症・進展に寄与する．慢性腎

臓病において血管石灰化が促進される背景には．高

リン（P）血症やミネラル調節異常．炎症およぴ酸

化ストレスなどの石灰化促進因子の上昇と石灰化抑

制機構の障害が関与している1).

血管石灰化のプロセスは ヒト大動脈血管平滑筋

細胞（VSMC）の骨芽細胞様細胞への形質転換が主

として考えられている2）.炎症性サイトカインであ

る腫蕩壊死因子ーα （TNF－α）は血管の石灰化を促

進する因子であることが示されている3).

代謝が障害された慢性腎臓病患者においては，最大

死因が心血管病であり，心血管組織に VDRや1α

水酸化酵素（CYP27Bl)が存在している5）ことか

ら，慢性腎臓病患者の生命予後とピタミン D代謝

異常の聞に密接な関連性が示唆されている．また，

ビタミン D投与が保存期も含めて慢性腎臓病患者

の予後改善と関連することを示した多くの観察研究

がある6) 血中 25(0H)D3濃度を指標とするピタミ

ンDと心血管病の発病，あるいは心血管疾患に起

因する死亡率についてのコホート研究では，血中ビ

タミンD濃度低下は冠動脈石灰化および心血管疾

患の有病率と関連することが示された7,8). 

ビタミン Dは， ミネラル代謝を調節する全身性

ホルモンとしての作用のみならず，あらゆる組織に

発現しているピタミン D受容体（VDR）を介し，

局所で様々な生理機能を有している4）.ビタミン D
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VDRアクテイベーター（VDRA）が高Pおよび

炎症性サイトカインによる血管石灰化を抑制するこ

とが明らかにされているが9l, 25(0H)D3の血管組

織での作用は不明である．このため，今回われわれ
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Fig. 1 

は， 25(0H)D3の，高Pや炎症性サイトカイン TNF-

αにより惹起される石灰化や細胞増殖などへの役割

について， VSMCの石灰化フ。ロセスとピタミン D

代謝への影響に着目し検討した．

日＊日
ホロ

キP<Oβ5vs HP+TNF－α 

Effect of high phosphate and TNF－αon 
VSMC mineralization and suppressive 
effect of 25(0H)D3 on VSMC mineralization 
induced by HP÷TNF－α. Total calcium (Ca) 
was extracted from the cell layers, which 
was quantified and normalized to VSMC 
protein content. N = 5 per group. Pく0.001
b)' analysis of variance.救P<0.05versus 
HP+ TNF・αbypost hoc Scheffe test. 

キュペーションの後， 95℃15秒間のインキュベ←

ションによる鋳型DNAの変性， 58℃1分間のアニー

リングを 40サイクル行った．

統計分析

結果はすべて，平均値±標準誤差で示した

元配置分散分析，ポストホックテスト多重比較検定

を用いて検定し， P値＜ 0.05を有意とした．

25(0H)D3は， VSMCのHP+TNFα刺激による

石灰化を抑制した（図 1).

HP十 TNF－α群（108.3± 14.4 μg/mgprotein）で

は， NP群（21.6± 2.0 μg/mgprotein）に比し石灰

化が有意に促進された一方で， 25D(10『 8), 25D 

(10-7), 25D (10『 6）を加えると，石灰化がいずれ

の濃度でも HP+TNF－α群に比し有意に抑制され

た（10-sM: 53.5土 3.3μg/mgprotein, 10-7 M: 31.7 

± 2.7 μg/mg protein, 10-u M: 47.6士6.1μg/mg 

Pl叫 ein）.ただし 25(0H)D3濃度依存性はみられ

なかった．

25(0H)D3は，石灰化に伴う骨関連因子mRNA発

現上昇を抑制した（図 2a, b). 

HP+ TNF－α｛rfでは.Cbfal/Runx2 (1.15 ± 0.37), 

oc (1.28 ± 0.24）などの石灰化に伴う骨関連因子

mRNAの発現が， NP群（CbFal/Runx2:0.86 ± 0.04, 

250(10·•) 250(10・＇＞250(10·•) 

果

HP+TNF－α 

結

ロ

NP 

。
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研究方法

細胞培養

ヒト大動脈VSMC(Lonza. Walkersville, MD）を

用い，以前に報告した方法9iと同様に， 10%のウシ

胎児血清（FBS），ペニシリン，ストレプトマイシ

ンを混注した DMEM培地で 37℃， 5%二酸化炭

素濃度下で培養した，その後， VSMCを通常のP濃

度0.9mMである DMEM培地（NP),2.SmMの高

PにTNF・αをlng/ml加えた培地（HP+TNF－α）， 

2.5mMの高 PにTNF－α(1ng/ml) と25(0H)D3

(lo-6～ 10-s M）を加えた培地［25D(10-8). 25D 

(10-1), 25D (10→）］に分けて計6日間培養した

各培地は2日ごとに交換した．

カルシウム（Ca）含量定量

石灰化を定量分析するため，細胞を 0.6N塩酸を

用いて脱灰させ，上澄みの Ca濃度を， 0・CPC法

(E-Test; Wako, Tokyo, Japan）を用いて測定した

脱灰後の残存 VSMCのタンパク量を定量し（Bio-

Rad protein assay; Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

CA), Ca 濃度を，蛋白量で補正し， μg/mgprotein 

として示した．

定量リアルタイム逆転写ポリメラーゼ連鎖反応

（定量RT-PCR)

Cbfal/Runx2. osteocalcin (OC), VDR. CYP27Bl, 

の遺伝子発現を，RT・PCRによって測定した

VSMCから， TRizol試薬 (Invitrogen,Carlsbad, 

CA）を用いて， TotalRNAをt由出した.lμgのもotal

RNAから，逆転写酵素（SuperscriptII, Invitrogen) 

を用いて一本鎖cDNAを生成した.cDNAはCbfal/

Runx2, OC, VDR, CYP27Bl (Qiagen, Germantown, 

MD; assay ID for Cbfal/Runx2: Hs_RUNX2_l_SG, 

OC: Hs BGLAP. l_SG, VDR: Hs_ VDR_l_SG and 

CYP27Bl: Hs_CYP27Bl_3_SG）のヒト特異的プ

ライマーを用いて SYBRGreen法（SYBRGreen 

Jump Start Taq Ready Miぇ Sigma,St. Louis, MO) 

にて増幅した．また，内在性コントロールとして

GAPDH (Qia~en, assay ID: Hs_GAPDH_2_SG）を

用いた.PCRの条件は，95℃で10分間のブレイン

j

j

j

 



子・ほか興、ふ
十

J
d
F
 

当＂＂
, t」

b a 

＊
門
〕

1.5・

0 
0 

1 

2 
r--・

2 

れl
を1.5
コ
Eと
＼、

，－－ 
~ 
LL 
」2
0 

ヤー”ー

日
1 

g 口」ー－
0.5 0.5-

HP+TNF－α250 (10-6) NP HP+TNF－α25D (10-5) NP 
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determined by RT・PCR. N = 3 per group. P = 0.187 by analysis of variance for Cbfal/ 
Runx2 and P = 0.048 by analysis of variance for OC.ホP<0.05versus HP+ TNF-a by post 
hoc Sche庄etest. 

Fig. 2 
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VDR (a) and CYP27Bl (b) mRNA expressions in NP, HP+ TNF－α， and HP + TNF－α＋ 

25D3 (lo-6 M) groups, as determined by RT-PCR. N = 3 p巴rgroup. P = 0.017 by analysis 
of variance for VDR and P = 0.265 by analysis of variance for CYP27Bl.ホP< 0.05 versus 
HP+ TNF－αby post hoc Scheffe test. 

Fig. 3 

HP+TNF・α群（VDR:1.03土 0.85,CYP27Bl: 1.01 

主 0.05）では， NP群（VDR:1.46土 0.09,CYP27Bl: 

1.29土 0.18）に上凶境し， VDRや CYP27BlのmRNA

の発現の低下がみられた．統計学的有意差はないも

のの， 2snoo-0）群では， HP+TNF，α群と比較

し， VDRや CYP27BlmRNAの発現を回復させる

傾向がみられた（VDR:1.18 ± 0.01, CYP27Bl: 1.25 

± 0.08). 
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OC: 0.61 ± 0.03）と比較し上昇した 25D(10-6) 

群では， CbFal/Runx2, OCの発現が抑制された

(CbFal/Runx2: 0.47 ± 0.12, OC: 0.66 ± 0.14）.特に

ocはHP+TNF－α群に比し 25D(10-6）群では

有意に抑制された

25(0H)D3は，石灰化に伴い低下した VDRや

CYP27BlのmRNA発現を回復させる傾向がみら

れた（図 3a, b). 
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激により VSMC内の障害されたビタミン D代謝系

を25(0H)D3が調節して，石灰化プロセスを抑制す

ることが示唆された．基質となる 25(0I-I)D3が，

VSMC内のビタミン D代謝を調節して 1,25(0H)2

03｝室生を促進することで，もしくは直接的に VDR

を活性化させて石灰化抑制作用を発揮し，その石灰

化抑制作用には VDR活性化による抗炎症作用が関

与していると考えられた．

Pおよび炎症’性サイトカインり TNF－αによる

VSMCの石灰化促進プロセスにおいて， VSMC

内のビタミン D代謝が障害されていた．活性型ビ

タミン Dの前駆物質である 25(0H)D3は，この

VSMC内の障害されたピタミン D代謝を調節する

ことにより，石灰化の促進を抑制した．この石灰化

抑制機序には， VDR活性化による抗炎症作用の関

与などが示唆されたが，その詳細には今後の検討を

要する．
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察

慢性腎臓病患者では，ビタミン D代謝が障害!OJ

され，血中25(0H)D3濃度は心血管病や死亡率と関

連することが示されているJl-l3＇，これらのアウトカム

は血中 1,25－ジヒドロキシビタミン D3[l,25 ( OHhD3] 

濃度よりも 25(0I-I)D3濃度が強い閲述性を有してい

るw.その理由として， l背外組織の機能や構造維持

には，各局所において，基質となる血中の 25(01-:I)

03が代謝を受けた結果産生される 1,25( 0 H) 2D3が

VDRを活性化し生理機能を発揮する， autocr・ine/

paracrine作用が重要な役割を担っていることが示

唆されているn. この autocrine/paracrine作用の

ひとつに，抗炎症作用があり，動脈硬化を主体とし

た血管病変に対する保護効果が期待されている15>_

一方で，慢性腎臓病患者の組織内でのビタミン

D代謝については十分に解明されておらず， 1)25 

(OH)D3がいかに腎外組織に取り込まれるのか， 2)

組織内（細胞内）での代謝酵素活性に異常があるの

か（CYP27Bl活性障害， CYP24Al活性尤進など），

3) VDRの発現異常や機能異常に起因する活性化障

害があるのか， 4)VDRAによる作用との追いがあ

るのか，などの検討課題があげられる．

本研究では，活性型ビタミン Dの前駆物質であ

る25(0H)D3の， Pや炎症性サイトカインにより惹

起される石灰化進展への役割を， VSMC内の局所

的なピタミン D代謝に着目し検討した．これまで

にわれわれの検討では， VDRAはPのみによる

VSMCの石灰化促進には影響が見られず， Pおよ

びTNF－αによる石灰化を抑制したことから， TNF-

αに対する抗炎症作用の発揮により石灰化が抑制さ

れる可能性を報告している91. 今回われわれはPお

よびTNF－αによる VSMC石灰化促進プロセスにお

いて．まずVSMC内のビタミン D代謝が障害され

ていることを見出した．さらに VDRAと同様に，

25(0H)D3は， PおよびTNF－αにより誘導された

血管石灰化（血管平滑筋細胞の骨芽細胞様細胞への

形質転換）を抑制し，石灰化に伴い低下した VDR

や CYP27BlのmRNA発現を回復させる傾向を確

認した．

VSMC内には， CYP27BlやVDRが存在し，局

所での 1,25(OH) 2D3産生が可能であることが示さ

れている1'1,!6.17）.本研究でも， PおよびTNF－α刺

考
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血管平滑筋石灰化への25(0H)D3の影響

EFFECT OF 25-HYDROXYVIT AMIN D3 ON  VASCULAR 

SMOOTH MUSCLE CELL MINERALIZATION 

Noriko ARAI”NUNOT A, Masahide MIZOBUCHI, 

Takanori SHIBATA and Tadao AKIZA WA 

Division of Nephrology, Department of Medicine, Showa University School of Medicine 

Hiroaki OGATA and Eriko KINUGASA 

Department of Internal Medicine, Showa University Northern Yokohama Hospital 

Fumihiko Korw A 

Division of Nephrology, Departn淀川ofMedicine, Showa University Fujigaoka Hospital 

Abstract一一一 Vascularcalci丑cationis a highly regulated process. Tumor necrosis factor－α（TNF－α） 

has been shown to accelerate the highly regulated osteogenic process in vascular smooth muscle cells 

(VSMCs). Vitamin D receptor activators have been associated with beneficial cardiovascular outcomes 

in patients with chronic kidney disease. Vitamin D deficiency, especially low circulating concentrations of 

25・hydroxyvitaminD3 [25 (OH) D3] are associated with increased risks for cardiovascular disease and 

death. We examined whether 25(0H)D3 exhibits a suppressive e宜ecton VSMC mineralization induced 

by phosphate and TNF－α. Human VSMCs were treated with either vehicle or 25(0H)D3 (lo-s to 10→ 
M) in 2.5 mM  of a high phosphate media with TNF－α（1 ng/ml) for 6 days. VSMC mineralization was 

determined and the expression of genes associated with the osteogenic process and vitamin D metabo-

lisrn was examined by real-time reverse transcription polymerase chain reaction. Vehicle-treated VSMCs 

exhibited massive mineralization, which was inhibited by 25(0H)D3・ Whilethe vehicle-treated VSMCs 

exhibited the increase in mRNA expressions associated with the osteogenic process (Cbfal/Runx2 and 

osteocalcin) compared with VSMCs with a normal phosphate media, 25(0H)D3 suppressed the increase 

in these mRNA expressions. Furthermore, the vehicle-treated VSMCs exhibited the decrease in vitamin 

D recep加rand 25-hydroxyvitamin D-1α司hydroxylasemRNA expressions which were marginally rescued 

by 25(0H)D3. 25(0H)D3 abrogated the acceleration of the osteogenic process induced by phosphate and 

TNF－αin VSMCs, which was linked to the inhibition of VSMC mineralization. 
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