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研究成果の概要（和文）：尿路結石はメタボリックシンドローム(MetS)の一病態であると、私たちは報告してき
た。本研究では、MetS 環境における結石形成機序と結石マトリックスオステオポンチン(OPN)との関連を解明す
るため、以下の研究を行った。
[1] 脂肪細胞・マクロファージ・尿細管細胞の共培養系を確立し、尿細管細胞単独よりも、3細胞の共存環境で
もっともシュウ酸カルシウム一水和物結晶の付着能が亢進した。[2] 抗MetS作用を有するベージュ細胞を誘導す
るβ3作動薬を投与し、結石形成を有意に抑制した。[3] MetSモデルマウスに対し、抗OPN 抗体を投与すること
で尿路結石と動脈硬化を有意に抑制した。

研究成果の概要（英文）：We have reported that urolithiasis is a condition of Metabolic Syndrome 
(MetS). In this study, the following study was conducted to elucidate the relation between calculus 
formation stone formation stone matrix osteopontin (OPN) in MetS environment.
[1] Establishment of a co-culture system of adipocytes, macrophages and tubule cells, the attachment
 ability of calcium oxalate monohydrate crystals was most enhanced in the co-existence environment 
of three cells rather than tubule cells alone. [2] β3 agonist inducing beige cells with anti-MetS 
action was administered, and stone formation was significantly suppressed. [3] Urinary stones and 
arteriosclerosis were significantly suppressed by administering anti-OPN antibody to MetS model 
mice.

研究分野：尿路結石
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１．研究開始当初の背景 

 尿路結石は近年急速に増加し、本邦では男
性の 6 人に 1 人、女性の 11 人に 1 人が生涯
に罹患する国民病となった。またその 5 年再
発率は 40〜50%と難治性であり、その形成機
序の解明と再発予防法の確立は急務といえる。 

 尿路結石の有病率は、血清コレステロール
値・BMI の年齢変化・性差比・体重の増加と
強い相関がある。私たちは、結石形成過程が
動脈硬化に類似していることを報告し、「尿路
結石はメタボリックシンドローム(MetS)の一
病態である」とする概念を提唱した。 

一方私たちは、結石マトリックスである
OPN が結石形成の促進因子であることを遺
伝子改変マウスを用いて報告してきた。特に
OPN 蛋白構造のドメインに着目し、活性型
OPN に対する抗体(35B6-Ab)を投与した研究
では、マウスの腎結石形成を抑制できた。  

さらに腎に遊走するマクロファージ(Mφ)

の表現型(炎症型・抗炎症型)で結石の形成・抑
制のバランスが決定される機序を解明した。
Mφは粥状動脈硬化形成にも関与し、MetS は
この機序を増悪させる。OPN は動脈硬化形成
で重要な役割を果たすことから、私たちは、
MetS 環境では図 1 のような結石促進シグナ
ルが存在し、OPN の制御が尿路結石形成の抑
制に繋がるのではないかという着想に至った。 

 

２．研究の目的 

MetS 環境での結石形成促進因子を同定す
るとともに、OPN が結石形成の責任遺伝子で
あることを共培養モデルと OPN 欠損 MetS

モデルマウスを用いて証明する。さらに MetS

環境への抗 OPN 抗体の投与が尿路結石のみ
ならず動脈硬化形成に影響するかを評価する。
この目的のため以下の 3 つの研究を行う。 

[1] 脂肪細胞・Mφ・尿細管細胞の共培養系を用
いた MetS 環境での新規結石促進因子の同定 

[2] MetS モデルマウスを用いたゲノムワイド解
析による結石形成責任遺伝子 OPN の機能分析。 

[3] 抗OPN 抗体による MetS 環境での尿路結石
予防効果の解析と分子標的治療の開発 

 

３．研究の方法 

[1] 脂肪細胞・Mφ・尿細管細胞の共培養系を用

いたMetS環境での新規結石促進因子の同定  
共培養に用いる脂肪細胞の数に勾配(0,2, 

5,10x104cells/cm2)を設定し、共培養系列 4 群
(Control群、Low-fat群、Mid-fat群、High-fat
群)を作成し、MetS環境のモデル化を行う。 
【実験】４群に対し、共培養開始48時間後にシ
ュウ酸カルシウム 1 水和物(COM)結晶を M-1 細
胞に対し暴露する。暴露6時間後、上段の培養
層を外し、下段のM-1 細胞へのCOM 結晶付着量
を偏光顕微鏡搭載研究用システム実体顕微鏡で
観察するとともに、M-1細胞を回収・保存する。
上段培養層の細胞も回収し、後の細胞分離解析
へ進める。培養液は回収し、MagPix機器による
マルチプレックス解析へと進める。 
【観察】M-1 細胞に付着する COM 結晶を偏光顕
微鏡搭載研究用システム実体顕微鏡により可視
化し、画像解析ソフトで定量化する。 
上段細胞群は、細胞分離装置 autoMACS を用

い、各細胞の表面マーカーによって脂肪細胞
(CD34+)・Mφ(CD11b+、CD11c+)に分離する。さ
らに分離したMφは、FACS を用いて表面抗原に
よってM1型(CD11c, Ly6C, iNOS)、M2型(CD163, 
CD206, Arginase)の存在比を算出する。 
培養液は、MagPix®解析用 Mouse Cytokine/ 
Chemokine PanelならびにMouse Adipocyte キ
ットで約40種類の関連因子を同時測定する。こ
のデータに基づき、各細胞の関連遺伝子発現を
定量PCRによって同定する。 
4群の M-1 細胞よりtotal RNA を抽出し、マ

イクロアレイ解析を行う。この結果により、MetS
環境下(Mφ, 脂肪細胞の存在下)にパラクライ
ンの影響で発現変化する遺伝子群を同定する。 
 
[2] MetSモデルマウスを用いたゲノムワイド解
析による結石形成責任遺伝子OPNの機能分析  
OPN 遺伝子欠損マウスのホモ型(Opn-/-)と、レ
プチン遺伝子(Lep)欠損マウス(B6.V-Lepob/ob)の
ヘテロ型(Lep+/-)とを交配し、コントロール群
(Opn+/+・Lep+/+)、OPN欠損群(Opn-/-・Lep+/+), レ
プチン欠損群(Opn+/+・Lep-/-), OPN-レプチン欠
損群(Opn-/-・Lep-/-)を必要頭数まで繁殖させる。 
OPN・レプチン遺伝子に対する TaqMan® 
Genotyping assay用 probeセットを設計し、再
現性のあるgenotyping環境を整える。 
【実験】4群 (Opn+/+･Lep+/+、Opn-/-･Lep+/+、Opn+/+･
Lep-/-、Opn-/-･Lep-/-)のうち8週齢雄(各群10匹)
に対し、シュウ酸前駆物質グリオキシル酸
80mg/kg を連日腹腔内投与する。投与0、6日目
に麻酔下に各群5匹ずつsacrifice し、血清、
腎組織、大動脈組織を採取し、4%PFA保存、RNA
解析用保存液処理、液化窒素凍結保存を行う。
また投与開始前日と投与5日目よりマウス用蓄
尿ケージ内で飼育を行い、24 時間蓄尿を行う。 
【観察】4%PFA 保存した摘出腎よりパラフィン
切片を作成し、偏光顕微鏡による結石形成の確
認と画像解析ソフトImage pro plus®を用いて
結石形成量(腎断面積中の結石占有面積(%))を
定量化し、群間比較する。また同切片を脱パラ
フィン化、2.5%グルタールアルデヒド・2%四酸
化オスミウムで再固定し、エタノール脱水後、

図1. MetS環境での結石形成促進シグナルの仮説シェーマ 



エポキシ樹脂に包埋師、白金コーティングを施
行後、卓上走査型電視顕微鏡(TM3030)を用いて、
結石の超微細構造の形態観察を行う。次いで、
エネルギー分散型 X 線分析装置(Quantax70)を
用い、結石構成元素を同定する。 
蛍光免疫染色にて一般 Mφ (F4/80)、M1-Mφ 

(iNOS)、M2-Mφ (CD163,CD206)の分布を確認す
る。また摘出大動脈からもパラフィン切片を作
成し、HE染色による壁内部構造の観察と、F4/80, 
iNOS, CD163, CD206の蛍光免疫染色によるMφ
の分布を確認する。また腎・大動脈組織におけ
るOPN発現を免疫染色で確認する。 
採取した血清を用い、腎機能関連因子(尿素窒

素、Cre)、尿路結石関連因子(Ca、P、Mg、尿酸)、
脂質代謝関連因子(遊離脂肪酸、総コレステロー
ル、中性脂肪)を測定する。また24時間蓄尿で、
結石関連尿中無機物質(シュウ酸, クエン酸, 
Ca, P, Mg, 尿酸、Cre)を測定する。 

24 時間尿に対し、MagPix®解析用 Mouse 
Cytokine/Chemokine Panel と Mouse Adipocyte
キットで約40種類の関連因子を同時測定する。 
MagPix 解析で有意な変化が認められた因子に
ついて腎組織の免疫染色を行う。また腎組織を
用いてGeneChip® Mouse Gene  ST Array にて
ゲノムワイド発現解析を行い、Lep 欠損に伴う
MetS 変化、OPN 欠損に伴う結石形成量の変化に
関連する遺伝子群を同定する。同定された主要
遺伝子は、定量PCRによって発現量を同定する。 
 
[3] 抗 OPN 抗体による MetS 環境での尿路結
石予防効果の解析と分子標的治療の開発 
MetS 環境によって引き起こされる尿路結石

と動脈硬化において、活性型OPN が共通して機
能すると考えた。この仮説に対し、抗OPN 抗体
が尿路結石形成だけでなく動脈硬化性病変も制
御できるかどうかを、形態学的・遺伝学的な観
察で証明する。 
【実験】8週齢雄のLep-/-20 匹に対し、80mg/kg 
グリオキシル酸を連日腹腔内投与する。これら
を抗OPN抗体投与量(0, 250, 500,  1000µg )
で 4 群(各 5 匹)にわけ、6 日目に血清、腎、大
動脈を採取する。採取した組織は、研究[2]に準
じ、4%PFA保存、RNA解析用保存液処理、液化窒
素凍結保存を行う。 
【観察】研究[2]に準じ、(1)偏光顕微鏡像を用
いた結石形成定量解析と走査型電視顕微鏡を用
いた超微細構造観察、②免疫染色に腎・大動脈
組織の Mφ分布ならびに OPN 発現定量解析、③
血液および24時間尿生化学検査、④MagPix®解
析による尿中関連因子解析、定量PCR による関
連遺伝子発現解析を行う。特に結石だけでなく
動脈硬化病変におけるカルシウム沈着はエネル
ギー分散型X線分析装置(Quantax70)を用い、定
量的に評価する。 
 
４．研究成果 
[1] 脂肪細胞・Mφ・尿細管細胞の共培養系を用
いたMetS環境での新規結石促進因子の同定  
脂肪細胞・Mφ・尿細管細胞の共培養系を用い
た MetS 環境での新規結石形成因子の同定 ・

MetS 環境モデル共培養系の確立:マウス腎尿細
管細胞(M-1)・脂肪細胞(3T3-L1)・Mφ(LAW264.7)
を用いた共培養系を確立し、M-1単 独環境より
も、3 細胞が共存環境でもっともシュウ酸カル
シウム一水和物(COM)結晶の尿細管細胞への付
着能が有意に亢進した。 
 次いで、脂肪細胞の濃度勾配を配した共培養
系の確立が困難であったため、脂肪細胞に関わ
る新知見として、UCP-1 発現を有するベージュ
細胞の存在が明らかとなり、まずは3T3L-1脂肪
細胞の分化モデルにベージュ細胞分化因子であ
るCLを投与することによって、ベージュ細胞モ
デルの確立を行った。しかし、β諸条件を変え
ても3T3-L1の形質変化が見られず断念した。こ
のため現時点では褐色脂肪細胞モデル
C3H10t1/2 細胞の単独培養に着手し、今後褐色
脂肪細胞の分化成熟が確認できれば、共培養系
の実験に進む予定である。 
 
[2] MetSモデルマウスを用いたゲノムワイド
解析による結石形成責任遺伝子OPNの機能分析 
Leptin 遺伝子の Genotyping 用プライマーは、
設計が完了したが、OPN欠損MetSモデルマウス
の産出は、MetS モデルマウス(ob/ob)の交尾行
動と出産率の低さが問題となり、頭数がまった
く増えなかった。 
このため研究[1]に順じ、新たな知見として褐
色脂肪用細胞である「ベージュ細胞」活性に着
目した研究を行った。具体的には、結石モデル
マウスに予め1週間 PBS、CL(β3作動役)0.1、
CL1.0 を投与し、結石形成モデルを作らせた、
その結果、CL投与群において脂肪細胞の脂肪滴
が細径化したベージュ細胞が分化し(図2)、PBS
投与群と比較して腎結石形成が有意に少なくな
った (図 3)。また、β3投与により脂肪組織内
の UCP-1 とアディポネクチン発現 量がそれぞ
れ 8.1 倍、4.2 倍に増加し(P<0.01、P=0.01)、

図 2 脂肪組織の形態変化 (精巣上体脂肪織) 

図 3 結石形成量の変化 



IL-6 の発現量が 0.3 倍に低下した(P=0.02)。
一方腎組織内の SOD 発現量は 2.3 倍に増加し
た (P=0.04)。 
  本知見をもって、ob/ob マウスを使用すること

なく、マウスの褐色脂肪組織を除去・移植すること

が、本研究テーマに最も相応しい結果に繋がると

判断し、現在研究を進めている。 

 
[3] 抗 OPN 抗体による MetS 環境での尿路結

石予防効果の解析と分子標的治療の開発   
OPN 抗体 500μg 投与群は、Day4 では有意に

結石形成量が少なく、Day7 でも少ない傾向に
あったが有意差を認めなかった (図 4)。尿生
化学では各群の有意差を認めず、血液生化学
では OPN 抗体 500μg 投与群の day4 でのみ
Adiponectinが有意に高かった。大動脈硬化像
も同群で有意に抑制された。 

図 4 OPN 抗体による腎結晶形成量の変化 
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