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緒 言 
 
 我が国の慢性腎臓病患者はすでに 1,300 万人を越えており、透析患者は 32 万人にのぼる。透析による維持療法は患

者の生活の質的低下と国家の経済的負担を大きくしている。従って、腎機能の低下を阻止し、透析導入を防ぐための有

効な薬物療法の開発が必要である。慢性腎臓病の治療において、血管壁や腎尿細管の病的石灰化を制御することは、そ

の予後をコントロールする上できわめて重要である。これまでに石灰化を制御する因子として、リン･カルシウム代謝

（PTH、FGF23、ビタミン D3）、腎臓でのリン再吸収（Klotho、Napi2a）、石灰化阻害因子（MGP、Fetuin-A）の関

与や、血管平滑筋細胞や腎尿細管細胞から骨芽細胞への分化、アポトーシス、炎症細胞の局所浸潤などが報告されてい

る［1］。しかし組織でリン酸カルシウムの沈着を促進する「局所石灰化因子」の全貌は、未だ明らかにされていない。 
筆者らは、成体マウスの腎臓に高発現しヘパリン結合性を有する細胞外基質 fibulin-7に着目し［2］、その生化学的解析

に従事してきた。本研究は、その fibulin-7 の組織石灰化における役割を、筆者らが独自に作製した fibulin-7 欠損マウ

スを用いて解析し、新たな石灰化療法の開発への基盤を確立することを目指すものである。 
 

方 法 

 
1．高リン負荷による腎石灰化誘導 

4週齢のオス野生型および fibulin-7欠損マウス（Fbln7 KO）（n = 6〜8 /グループ）を用いて、普通食（0.35 % リ
ン、0.6 %カルシウム）もしくは、高リン食（2 % リン、0.6 % カルシウム）による負荷を4週間行った。 
2．代謝および腎石灰化病変の解析 
メタボリックケージを用いて、高リン負荷中のマウスの食餌摂取量、飲水量、尿量、体重あたりのカルシウムおよび

リンの尿排出量を測定した。また、血中の腎機能（BUN、クレアチニン、アルブミン）、 カルシウムとリンを測定した。

腎臓を採取し、組織学的診断（HE 染色、Masson–Trichrome 染色、Von Kossa 染色、Picrosirius Red 染色）･画像診

断（マイクロ CT）･分子生物学的診断（qPCR）により、石灰化病変を解析した。 
 

結果および考察 

 

1．高リン負荷による代謝の変化 
図 1 に示すように、野生型と Fbln7 KO は、普通食（ND）でも高リン食（HP）でも食餌摂取量には差はなかった

が、どちらのマウスも高リン食により飲水量と尿量、24 時間あたりのリンの尿排出量が増加した。逆に、24 時間のカ

ルシウム排出量は低下した。 
 
 
 

現在の所属：筑波大学 生存ダイナミクス研究センター 
*現在の所属：筑波大学 生存ダイナミクス研究センター

上原記念生命科学財団研究報告集, 32 (2018)

1



上原記念生命科学財団研究報告集、xx（20xx） 

 
2 

 
 図1．メタボリックケージによる解析 

普通食（ND）と高リン食（HP）で、野生型（Fbln7  ＋/＋）とFbln7 KO（Fbln7 －/－）を比較検討した。 
n = 8、*p < 0.05、**p < 0.01：HP vs ND、 t 検定。黒グラフ（野生型）、白グラフ（Fbln7 －/－）。 

 
さらに腎機能を調べたところ、図2 に示すように、血中尿素（BUN）は野生型、Fbln7 KO ともに普通食と比べて低

下していたが、Fbln7 KO の方が野生型と比べて有意に高かった。逆に血中クレアチニン（Cre）は普通食でも高リン食

でも差はなかったが、野生型と比べてFbln7 KO の値が明らかに低値を示していた。血中リンは、高リン食によって野

生型、Fbln7 KO ともに上昇したが、両者に差は認められなかった。血中カルシウムは逆に高リン食によって低下した

が、野生型、Fbln7 KO 間で変化はなかった。血中アルブミンは高リン食による変化は見られなかった。以上から、野

生型とFbln7 KO において、カルシウムやリン代謝に大きな差は認められなかった。 
 

 
図2．腎機能およびカルシウム・リン血中濃度の比較 

n = 8、黒グラフ（野生型）、白グラフ（Fbln7 －/－）。 
*p < 0.05、**p < 0.01：HP vs ND、 $p < 0.05、$$p < 0.01 : Fbln7 ＋/＋ vs Fbln7 －/－、t 検定。 

 
 
2．腎石灰化病変の解析 
（1）組織学的解析 
 Fbln7 KO の腎臓や腎盂、尿管などに奇形や変形などの異常は認められなかった。高リン食後の腎臓の組織像では、

Masson–Trichrome 染色と Picrosirius Red 染色から Fbln7 KO では明らかに線維化が減少していることがわかった

（図3b と f、図3c とg、左のグラフ）。また、Von Kossa 陽性の石灰化の病変も、Fbln7 KO では明らかに少ないこと

がわかった（図3d とh、右のグラフ）。以上より、Fbln7 KO では高リン負荷に対して石灰化が抑制されていることが

わかった。また、カルシウムの沈着に伴う二次的な線維化も明らかに減少していることがわかった。 
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図3．高リン負荷後の腎臓の組織学的解析 

HE 染色（a、e）、Masson–Trichrome 染色（b、f）、Picrosirius Red 染色（c、g）、VonKossa 染色（d、
h）を施した高リン負荷後の腎臓組織像。Scale bar = 500 μm。下段のグラフは、Picrosirius Red 染色

に基づく線維化指標（左）とVon Kossa 染色に基づく石灰化指標（右）。 黒グラフ（野生型）、白グラ

フ（Fbln7 －/－）。**p < 0.01： HP vs ND、$p < 0.05：Fbln7 +/+ vs Fbln7 －/－、t 検定。  
 
（2）マイクロCT による石灰化の解析 
 普通食のFbln7 KO、高リン食の野生型およびFbln7 KO の腎臓を採取してマイクロCT を用いて石灰化を観察した。

図4 に示すように、普通食のFbln7 KO の腎臓には石灰化が認められなかった。高リン食では、野生型では腎髄質と腎

皮質の間に石灰化が明瞭に観察されたが、Fbln7 KO では石灰化が減少していた。 
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図4．腎臓のマイクロCT による石灰化解析 

マイクロCT 画像（a、b、c）と定量化をグラフに示す。黒グラフ（野生型）、白グラフ（Fbln7 －/－）。
**p < 0.01： HP vs ND、$$p < 0.01：Fbln7 ＋/＋ vs Fbln7 －/－、t 検定。 

 
（3）qPCR による炎症マーカーおよび線維化マーカーの解析 
図5 に示すように、野生型では炎症指標である IL1beta、TNFalpha、MCP1、MMP3 が増加していた。Fbln7 KO

でも、IL1beta、MCP1、MMP3 の発現が普通食と比べると増加していたが、その度合いは、野生型と比べて、IL1beta
と MMP3 で有意に低かった。また、MCP1 と TNFalpha は低い傾向にあった。興味深いことに、尿細管障害の指標

となるKIM1 が高リン食により増加するが、Fbln7 KO では野生型と比べて有意に低いことがわかった。 
 
 

 
 

図5．腎臓qPCR による炎症マーカーの発現解析 
*p < 0.05、**p < 0.01：HP vs ND、$p < 0.05：Fbln7 ＋/＋ vs Fbln7 －/－、t 検定。 
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考 察 

 
以上の結果から、Fbln7 KO マウスの腎臓では、高リン負荷による腎石灰化があきらかに軽減していることがわかっ

た。腎石灰化に伴う炎症性サイトカインの産生が低下していることと、全身のカルシウム－リン代謝は影響を受けてい

ないことから、Fbln7 KO の腎保護作用は局所の抗石灰化作用によるものと考えられた。その結果として、腎線維化も

二次的に抑えられたものと考えられる［3］。 
Fibulin-7 はヘパリン結合能を有する腎尿細管細胞に局在する細胞外基質である。我々の最近の実験から、石灰化のト

リガーとなるCalciprotein particleと結合することがわかってきた［3］。従って、腎尿細管細胞膜上のヘパラン硫酸プロ

テオグリカン等と結合し、Calciprotein particle をトラップすることによって石灰化を促進している可能性が考えられ

た。今後、Fibulin-7 を除去することで腎石灰化を防ぎ、腎機能低下を抑えることができる可能性が示唆された。今後の

課題として、fibulin-7 が腎尿細管に局在するメカニズムを明らかにし、fibulin-7 と細胞との結合を阻止する低分子化合

物や抗体を開発していくことで、慢性腎臓病をコントロールすることが可能と考えられた。 
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