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要　旨

血管石灰化は慢性腎臓病患者の心血管合併症の原因
としてきわめて重要である．NaCl負荷による腎臓・
心血管系臓器への悪影響は広く知られているが，血管
石灰化への影響はほとんど研究がなされていない．
我々は慢性腎不全マウスに給餌する餌中の NaCl量を
調整し，NaClの負荷量の多寡が血管石灰化に及ぼす
影響を検討した．アデニン 0.2％，リン 1.2％含有餌
をベースに，餌中の NaCl量が 0.2％と 0.5％の 2種
の餌をマウスに 8週間給餌した．0.5％含有餌群は，
0.2％含有餌群と比較して，大動脈石灰化がより高度
であった．以上より，NaClの食餌性負荷はアデニン
腎症マウスの血管石灰化促進因子である可能性が示唆
された．

1　緒　言

血管石灰化は慢性腎臓病（CKD）患者の心血管合
併症の原因としてきわめて重要である1）．透析患者の
血管石灰化は，CKDに伴う骨ミネラル代謝異常との
関係において特に研究されてきた2, 3）．これまでの研
究の結果，リン負荷，カルシウム負荷，二次性副甲状
腺機能亢進症などが血管石灰化を促進することが明ら
かになっている．中でもリンが血管石灰化に及ぼす影
響は非常に甚大で，血管局所において血管平滑筋細胞
を骨芽細胞様細胞へ変化させ，アポトーシスを誘導し，
細胞外マトリックスを分解し，calciproteinの増加を
促すことで，血管石灰化を相乗的かつ多面的に促進す

ることが明らかになっている4, 5）．このため，CKD患
者においてリン負荷を低減することが重要な治療戦略
になると理解され，日常臨床で実践されてきた．実際，
血液透析患者を対象にしたランダム化比較試験におい
て，血清リン濃度を厳格に管理した群は通常のリン管
理を行った群と比較して，冠動脈石灰化の進展は緩徐
であった6）．しかし，この研究は，血清リン濃度を適
切に管理できた場合においてさえも血管石灰化は進展
することを実証したことにもなり，リン負荷の適切な
管理だけでは血管石灰化の進展を阻止する治療戦略と
しては不十分であることが判明した．このため，血管
石灰化の病態機序に関与しかつ日常臨床で介入可能な
危険因子を同定することは非常に重要である．今回
我々は，これまで血管石灰化領域ではあまり注目され
てこなかった NaCl（塩化ナトリウム）負荷量と血管
石灰化の関係に着目した．

NaCl負荷の腎臓・心血管臓器への悪影響は以前か
ら広く知られている7, 8）．NaCl負荷はレニン・アンジ
オテンシン・アルドステロン系（RAAS）を活性化し，
高血圧，心肥大，腎不全を引き起こす7, 8）．これまで
の研究結果に基づけば，NaCl負荷は心血管疾患の発
症と進展に深く関与し，血圧や RAASの制御，NaCl

制限によってその発症と進展を制御できる可能性が基
礎および臨床研究の成果によって明らかにされた9）．
また，近年，アルドステロンの作用標的で，体液量調
節において非常に重要な役割を担っているミネラルコ
ルチコイド受容体を，rac1 GTPaseが直接活性化する
ことが報告された10, 11）．この rac1 GTPaseは NaCl負
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荷でその活性が上昇することが知られている．しかし，
NaCl負荷が CKDに合併する血管石灰化の進展に影
響するかどうかについてはほとんど研究がなされてい
ない．
今回，我々は慢性腎不全マウスに給餌する餌中の

NaCl量を調整し，NaClの負荷量が血管石灰化に及ぼ
す影響について検討した．

2　対象と方法

CKDの誘導方法として，ラットの CKDモデルと
して既に確立されているアデニン腎症モデルを選択し
た．アデニン腎症モデルの現法は，0.75％のアデニン
を含有した餌をラットに 4～8週間程度給餌し，進行
性の腎障害を惹起するモデルとして報告されており，
ラットを用いた血管石灰化の研究手法として広く用い
られている．一方，マウスへのアデニン腎症モデルの
応用はようやく端緒に着いたばかりで，適正なアデニ
ン含量についてはまだ確定していない．我々は，先に
予備実験を行い，アデニン 0.3％の餌は高度の CKD

を呈するためにマウスが衰弱死し，0.15％の餌では
CKDの程度が軽微であったことを確認した．このた
め，本実験におけるアデニンの含有割合は 0.2％に設
定した．普通餌は日本クレア社の CE-2を使用した．
今回の実験に用いる特殊餌として，アデニン 0.2％，
カルシウム 1.0％，無機リン 1.2％，蛋白 9.5～19％，
ラクトース 20％を餌のベースの組成に決定し，さら
にⓐNaClの含有割合が 0.2％の餌（低 Na餌）と，ⓑ
0.5％の餌（高 Na餌），の 2種の特殊餌を作製した．
次に，雌性 C57/BL6マウスに片腎摘出術を施し，

術後 1週間の時点で①普通餌（CE-2，クレア社）給餌
群（n＝8），②低 NaCl餌給餌群（n＝5），③高 NaCl

餌給餌群（n＝8），の 3群に分け，餌の給餌を開始し
て 8週の時点で安楽死させた．安楽死に際して，心臓
から採血を行うとともに，腎臓，大腿骨，さらには大
動脈を採取した．採取した血液を用いて，血液中のア
ルブミン濃度，クレアチニン濃度，カルシウム濃度，
リン濃度を測定した．腎臓はMasson-Trichrome染色
で線維化の程度を判定量的に評価した．腹部大動脈は
von Kossa染色と Alizarin-Red染色を行って血管石灰化
の有無および分布を確認した．また，大動脈弓部のサ
ンプルを用いてカルシウム含量（ng/mg wet weight）
を測定し，血管石灰化の定量方法とした．

また，NaClの負荷による血管石灰化の促進作用は，
リン過負荷の条件が必須であることを確認するために，
16匹の雌性 C57/BL6マウスをⒶリン制限（無機リン
0.3％，アデニン 0.2％，NaCl 0.5％）の特殊餌給餌群と，
Ⓑリン負荷（無機リン 1.2％，アデニン 0.2％，NaCl 

0.5％）の特殊餌給餌群に，それぞれ 8匹ずつ割り当て，
給餌から 8週間後に安楽死させ，血管石灰化を定量的
に評価し，2群間で比較した．

3　結果と考察

“普通餌給餌群”は，8週間の観察期間において，腎
機能は不変で，8週の時点で大動脈へのカルシウム沈
着は皆無であった．一方，0.2％アデニンを含有した
餌を給餌した “低 NaCl餌給餌群”と “高 NaCl餌給餌
群”は，血清クレアチニン濃度が進行性に上昇した．
8週で安楽死させたマウスの腎臓を組織学的に観察し
た場合，“普通餌給餌群”はMasson-Trichrome染色で
腎間質の線維化をほとんど認めず，他方，0.2％アデ
ニンを含有した餌を給餌した “低 NaCl餌給餌群”と
“高 NaCl餌給餌群”では，炎症細胞浸潤，尿細管萎縮，
間質線維化を認め，またアデニン結晶の尿細管腔中お
よび腎間質への沈着が確認され，血液検査で実証され
た腎障害を組織学的に確認した．以上のことから，今
回用いたアデニン腎症マウスモデルは，8週間の経過
で，進行性の腎機能障害，血管石灰化の進行を呈する
ことが明らかになった．
次に，NaClの食餌性負荷量の違いが血管石灰化の
程度に影響を与えるかどうかを確認するために，パラ
フィン包埋処理を施した大動脈切片の Alizarin-Red染
色を行った．“普通餌給餌群”は，大動脈切片における
ハイドロキシアパタイトの沈着を全く認めなかったが，
“低 NaCl餌給餌群”と “高 NaCl餌給餌群”は赤橙色に
染色されるハイドロキシアパタイトの大動脈中膜領域
への沈着を認めた．興味深いことに，ハイドロキシア
パタイトの沈着は，“高 NaCl餌給餌群”の方が “低
NaCl餌給餌群”よりもその沈着範囲は広範囲に及ん
でいた．血管石灰化を定量するために大動脈弓を室温
で乾燥させ，6Nの塩酸で一昼夜処理したのちに，塩
酸中のカルシウム濃度および蛋白濃度を測定した結果，
“高 NaCl餌給餌群”の方が “低 NaCl餌給餌群”と比較
して，大動脈弓における単位重量あたりのカルシウム
含量が有意に高値であった．この結果から，NaClの
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食餌性負荷はアデニン腎症マウスモデルにおける血管
石灰化を促進することが示された．
最後に，NaCl負荷の血管石灰化への影響が，リン
負荷量と独立しているかどうかを確認するために，
“リン制限餌群”と “リン負荷餌群”の大動脈の石灰化
の程度を比較した．“リン制限餌群”の大動脈弓にはハ
イドロキシアパタイトの沈着を全く認めずなかったこ
とから，NaCl負荷による血管石灰化促進作用は，リ
ン負荷が同時に作用する必要があると推測された．

4　結　論

本研究の結果，NaClの食餌性負荷はアデニン腎症
マウスにおけるリン負荷を背景にした血管石灰化の進
展を促進した．CKD患者における食塩摂取制限は，
リン摂取制限同様，血管石灰化の進展を予防する上で
非常に有効である可能性がある．今後，NaCl負荷が
どのようなメカニズムでリン負荷による血管石灰化を
増強するのか，その分子生物学的機序のさらなる解明
が必要である．

本研究は，平成 29年度の日本透析医会公募研究助
成によって行われた．本研究は，今後，原著論文とし
て英文雑誌に投稿することを予定しており，二重投稿
を避けるため，本報告書ではその概要を総説的に記載
した．
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興会の科学研究費助成事業の支援を受けているが，本
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