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要　旨

慢性腎臓病（chronic kidney disease;  CKD）によっ
て血管石灰化が促進する分子メカニズムは十分解明さ
れていない．本研究は，血液中の循環細胞外小胞
（small extracellular vesicles;  sEV）のバイオマーカ
ー・治療標的としての役割を明らかにすることを目的
とした．ラット血管平滑筋細胞 A10細胞において，
CKDモデルラット血清を負荷すると，石灰化の増加
と osterix（Sp7），osteocalcin（Bglap），osteopontin

（Spp1）のmRNA発現量の増加を認めた．さらに CKD

血清の sEV分画が石灰化を促進した．CKD由来の
sEVを用いてmicroRNA（miRNA）のトランスクリプ
トーム解析を行うと，miR-16-5p，miR-17-5p，miR-

20a-5p，miR-106b-5pの発現量が低下していた．CKD

患者では，腎機能が低下するにつれて，これらが循環
sEVに枯渇し，腹部大動脈の石灰化スコア増加とも関
連した．in silico解析で四つのmiRNAの共通標的分
子血管内皮増殖因子 A（VEGFA）を同定し，VEGFA

が血管内皮増殖因子受容体（VEGFR2）を介し転写因
子 RUNX2のリン酸化によって骨形成遺伝子群の転写
を増加させるということが分かった．以上から CKD

によって品質の変化した循環 sEVが血管石灰化を引
き起こすこと，鍵分子シグナルが治療標的たりうるこ
とが明らかになった．

1　目　的

慢性腎臓病（chronic kidney disease;  CKD）は，日

本人の約 1,300万人，世界人口の 7億人以上が罹患す
るコモンディディーズである1）．CKDによって溶質，
水の濾過排泄機能が失われ，やがて透析に依存するの
みならず，認知症や心血管病，サルコペニアなど全身
の臓器の機能，ひいては QOLや寿命が低下する．特
に，透析患者の 30～50％が心血管病で死亡するもの
の，分子機序解明は十分ではない．
血管中膜の異所性石灰化は心血管病の発症に重要な

役割をはたす．しかしながら，CKDが血管平滑筋の表
現型を変化させ，石灰化に結び付くに至る腎・血管の
相互作用は未解明な点が多く，既存の降圧薬，抗血栓
薬，CKDに伴う骨・ミネラル代謝異常（CKD-MBD）
の治療薬によっても石灰化の是正は不十分であるため，
新たな病態理解と治療開発が望まれている2）．
本研究はこれまで未解明の，血液中の循環細胞外小
胞（small extracellular vesicles;  sEV）3, 4）の血管石灰化
（vascular calcification;  VC）におけるバイオマーカー，
治療標的としての役割を明らかにすることを目的とし
た．

2　方　法

0.75％アデニンを含有する食餌によって薬剤誘導性
の CKDモデルラットを作製し，血清と血清中の sEV

分画を抽出した．大動脈平滑筋培養細胞（vascular 

smooth muscle cells;  VSMCs）A10細胞を高リン（P）
メディウムで培養した後，アリザリンレッド染色によ
ってリン酸カルシウム塩の形成と骨形成遺伝子を評価
し，CKD由来の血清，sEVの影響を解析した5）．CKD
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モデルラットの血清 sEVを用いmiRNAトランスクリ
プトーム解析を行い，CKDによって発現量が変化す
るmiRNAを探索した．CKDによって発現量が低下し，
定量 PCRでも確証が得られたmiRNA群に着目した．
miRNAの模倣体を A10細胞内に導入した際に，VCに
影響を与えるか検証した．in silico解析によって，四
つのmiRNAの共通標的遺伝子を探索した．石灰化を
誘導したマウスや A10細胞で，miRNAの標的遺伝子
VEGFAの発現量の変化を検証した．VEGFR1/2阻害
剤，siRNAを用いて，VSMCにおける石灰化結節，骨
形成遺伝子の変化を評価した．CKD患者の血清 sEV

と腎機能の関連，腹部単純 CT検査で算出した大動脈

石灰化指数（ACI）とmiRNA発現量の相関関係を解
析した．

3　結　果

CKDモデルラット由来の血清が大動脈血管平滑筋
細胞 A10細胞における骨形成遺伝子群の転写，石灰
化（リン酸カルシウムの蓄積）を増加させた．血清を
sEV分画（図 1 上）と sEV除去血清に分けて石灰化
アッセイ系を行ったところ，CKD由来の sEV分画が
血管石灰化を促進することが分かった（図 1 下）．
CKD由来血液の sEVが血管平滑筋細胞の形質転換，
大動脈の石灰化を促進することが示唆された．

図 1　慢性腎臓病由来の血液中の細胞外小胞（small extracellular vesicles;  sEV）が大動
脈血管平滑筋細胞の形質転換，石灰化を促進する

　コントロール（Ctrl），慢性腎臓病（CKD）モデルラットの血清 sEVの解析（上段）．ア
リザリンレッド染色による sEVの血管平滑筋細胞の石灰化への影響（下段）．
（出典：Circ Res 2023;  132（4） : 415-431より引用改変）
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CKDモデルラット由来の血液中の sEVを用いて
miRNAのトランスクリプトーム解析を行った．低下
する複数のmiRNAの中から，定量 PCRでも sEV中

の発現量の低下が確認された 4種類miR-16-5p，miR-

17～92クラスター由来のmiR-17-5p/miR-20a-5p，miR-

106b-5pに着目した．これらのmiRNAは CKD患者に

図 2　マイクロ RNA 模倣体の大動脈血管平滑筋細胞の石灰化への影響
　miR-16-5p，miR-17-5p，miR-20a-5p，miR-106b-5p模倣体は血管平滑筋細胞の石灰化を抑
制した．
（出典：Circ Res 2023;  132（4） : 415-431より引用改変）
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図 3　マイクロ RNA の標的分子シグナルと阻害薬の石灰化への影響
　マイクロ RNAの標的分子の in silico解析（左）．アリザリンレッド染色による VEGFR1/2
阻害剤ソラフェニブ，フルキンチニブおよびスニチニブの石灰化への影響の検証（右）．
（出典：Circ Res 2023;  132（4） : 415-431より引用改変）
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おいても，腎機能が低下するにつれて循環 sEVに枯
渇することが明らかになった．

4種類のmiRNA模倣体を用いて VSMCsの in vitro

アッセイ系で VCへの影響を検証したところ，コント
ロールと比べていずれのmiRNA模倣体も石灰化を抑
制した（図 2）．

miRNAの配列情報とデータベースに基づいた in 

silico解析を行い，四つのmiRNAの共通標的分子とし
て VEGFAを同定した（図 3 左）．CKDモデルラット
の胸部大動脈における VEGFAタンパク発現量は増加
していた．ヒト VEGFAの組換えタンパク質を A10細
胞に投与すると，用量依存的に骨形成遺伝子群の発現
増加，リン酸カルシウムの沈着が増加した．VEGFA

がその受容体 VEGFR2を介して転写因子 RUNX2のリ
ン酸化を増加させ，骨形成遺伝子群の転写を増加させ
るというシグナル伝達経路も明らかになった．

VEGFR1/2阻害剤ソラフェニブ，フルキンチニブ
およびスニチニブを A10細胞に投与すると，A10細
胞の石灰化が抑制された（図 3 右）．最も効果の高か
ったフルキンチニブを CKD・血管石灰化モデルマウ
スに 4週間経口投与すると，大動脈の骨形成遺伝子群
の発現が抑制されることが分かった．

CKD患者の腹部大動脈の石灰化（ACI6）≥15％）の
診断精度について受信者動作特性曲線（ROC曲線）
による検証を行うと，hsa-miR-16-5p，hsa-miR-17-5p，
hsa-miR-20a-5pおよび hsa-miR-106b-5p各々の sEV発
現レベルの曲線下面積 AUC（area under the curve）
は，0.7630，0.7704，0.7407および 0.7704であった．
多変量ロジスティック回帰分析を行うと，最も影響力
の大きかった hsa-miR-106b-5pのmiRNAの 1四分位
低下は ACIの 8.32％の上昇に関連しており，14.8歳
の老化に匹敵する石灰化への影響度であった．

4　考　察

本研究は，CKDげっ歯類モデルおよび CKD患者の
血液中 sEVにおけるmiRNAプロファイルを明らかに
した．健康状態で sEVに豊富に含まれるmiR-16-5p，
miR-17-5p，miR-20a-5p，miR-106b-5pが，血管平滑筋
細胞の VEGFA-VEGFR2シグナルを抑制することで血
管が病的石灰化から免れる機構が存在するが，CKD

によってこれらのmiRNA群が枯渇した sEVが，血管
平滑筋の形質転換，石灰化を促進する可能性が示され

た．
以前，血液透析患者の血清が，非透析患者と比較し
て VSMCの石灰化を促進することが報告されていた
が，生物学的メカニズムと鍵分子群は特定されていな
かった．今回，CKD由来の sEVが VSMCs，大動脈
における石灰化を促進しており，sEVが VCの病態生
理に重要であることを明らかにした．sEVが miRNA

を中心に分子群と分子シグナルを細胞間伝播しており，
特に癌の存在診断に関わる研究が盛んに行われてい
る7）．しかしながら，CKDや CKDによる VCに関わ
るmiRNAの報告はほとんどない．本研究は CKD患
者における腎機能，大動脈石灰化と関連する sEV中
の複数のmiRNAと共通標的分子を複数同定した．

VEGFAは，骨芽細胞の分化と血管新生を促進する
ため骨形成において重要な役割を担う8）．VEGFAが
CKD進展の予測因子であることも報告されている．
本研究は，癌治療薬ソラフェニブ，フルキンチニブ，
スニチニブによる VEGFA-VEGFR2の阻害によって，
VSMCにおける石灰化を抑制し得ることを見いだした．
以上から sEVや VEGFA-VEGFR2シグナルが CKDに
よる VCの新たな治療戦略になる可能性が示唆された．

結　語

miRNAトランスクリプトーム解析によって，CKD

げっ歯類モデルおよび CKD患者の血液中 sEVにおけ
るmiRNAプロファイルが明らかとなった．特にmiR-

16-5p，miR-17-5p，miR-20a-5p，miR-106b-5pが sEVに
枯渇することで，VEGFA-VEGFR2シグナルが活性化
し，血管平滑筋細胞の形質転換転換，血管石灰化の増
悪に関わることが明らかになった．

本研究の成果は令和元年度日本透析医会公募研究助
成によるものである．成果の一部は今後英文誌に投稿
予定であり，一部は原著論文が下記論文として公表さ
れた．二重投稿となることを避け，本報告書ではその
概要を総説的に記載した．
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