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研究成果の概要（和文）：酸化ストレスや炎症の亢進による尿細管細胞傷害が結石形成を促進する。近年、傷害
を受けた細胞がオートファジーを誘導することが報告されている。本研究では、腎結石形成過程におけるオート
ファジーの関与を腎尿細管細胞、結石モデルマウスで検討し、結石形成メカニズムを明らかにすることを目的と
した。結果として、mTOR/TFEB経路の障害によるオートファジーの低下が、腎結石形成の誘因になることを見出
した。活性化したmTORシグナルは腎結石形成を促進すると考えられた。mTORをターゲットとした新規結石治療薬
の開発が期待される。

研究成果の概要（英文）：Tubular cell damage due to oxidative stress and increased inflammation 
promotes stone formation. Recently, it has been reported that injured cells induce autophagy. The 
purpose of this study was to investigate the involvement of autophagy in the process of renal 
calculus formation in renal tubular cells and calculus model mice, and to clarify the calculus 
formation mechanism. As a result, we figure out that a decrease in autophagy due to a disorder of 
the mTOR / TFEB pathway triggers renal stone formation. Activated mTOR signals were thought to 
promote renal stone formation. The development of a new stone treatment drug targeting mTOR is 
expected.

研究分野：泌尿器科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
尿路結石症は、全世界で有病率10%に達し、末期腎臓病へと進行する難治性疾患のため、予防法を含めた内科的
根治治療の確立が望まれているが、未だ達成されていない。 尿路結石が、“酸化ストレスや炎症による腎尿細
管上皮細胞の傷害が結石形成を促進する”という概念のもと、細胞保護作用を有するオートファジーに着目した
ところ、オートファジーが尿中の結晶により傷害を受けた尿細管細胞内のオルガネラを処理することにより、結
石形成を抑制していることを見出した。細胞保護作用に着目した、メカニズムの理解は、これまでの尿路結石学
にはなかった概念であり、これからの研究・治療法を根本から変える可能性がある研究課題である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

尿路結石症は、全世界で有病率 10%に達し、末期腎臓病へと進行する難治性疾患のため、

予防法を含めた内科的根治治療の確立が望まれているが、未だ達成されていない。  

   私たちは、シュウ酸前駆物質であるグリオキシル酸の投与による尿路結石モデルマウ

スを確立し、その過程で、酸化ストレス障害・尿細管細胞傷害により結晶の凝集・沈着が

亢進することを明らかにした。さらに、尿路結石の 90%を占めるシュウ酸カルシウム結石

の原基であると考えられる腎盂乳頭の石灰化（Randall’s Plaque）において、結石形成が腎

盂粘膜の傷害と炎症の活性化に関係していることを新たに見出した。以上のことから尿路

結石は、単に尿中の無機物質の増加によってできるのではなく、“酸化ストレスや炎症に

よる腎尿細管上皮細胞の傷害が結石形成を促進する”という全く新しい概念を提唱した。

近年、傷害を受けた細胞は自己を防御するためオートファジーを誘導することが報告され

ている。オートファジーは多分野で研究が行われているが、尿路結石形成との関係に関す

る報告はなく、メカニズムの解明と予防法に応用可能であると考えた。 

 

２．研究の目的 

オートファジーと尿路結石形成の関係を明らかにし、結石形成メカニズムを詳細に理解し、

新規分子標的薬におけるターゲットとなる因子を見出すことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

In vitro: マウス腎尿細管細胞に対してシュウ酸カルシウム 1水和物結晶 20μg/cm2を添加

後、0, 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24 時間後に細胞を回収し、オートファジーの活性を関連蛋白

（MAP1LC3B, SQSTM1/p62）のWestern-blotで、オートファジーの進行をMAP1LC3B

に RFP(Red)と GFP(Green)を融合させた tandem fluorescent-tagged LC3を細胞にトラン

スフェクションし、Red/Green シグナルの比で検討した。さらにオルガネラ傷害を蛍光免

疫染色（Mitotracker/TOMM20, LAMP1/Lysotracker, LGALS3/galectin-3）で検討し、細

胞への結晶付着量を偏光顕微鏡で観察した。次にオートファジーの上流因子である mTOR

の活性を p-p70S6K/p70S6k の Western blot で、TFEB 活性を核内タンパク抽出による

Western-blot、GFP-TFEB のトランスフェクションで検討した。さらに、それらの標的因

子であり、オートファジー活性に関与する ULK1 のリン酸化を調べた。また、オートファ

ジー制御薬の効果の検討のため、抑制薬である 3-Methyladenine (3-MA); 5mM、促進薬で

ある Torin1; 1μMを使用した。 

In vivo:オートファゴソームを可視化させた GFP-MAP1LC3B マウスに、シュウ酸前駆物

質であるグリオキシル酸（GOX）80mg/kgを連日腹腔内投与し、6, 12, 24時間後、2, 4日

後に腎を摘出し、偏光顕微鏡で腎結石形成量を観察した。オートファジー活性は

MAP1LC3Bの発現、SQSTM1のWestern-blot、透過型電子顕微鏡での細胞内観察で検討

した。次に、mTOR、TFEBの活性をWestern-blotで調べ、ULK1のリン酸化を検討した。

さらに、オートファジー促進薬である Rapamycin; 1mg/kgを連日腹腔内投与し、結石予防

効果を検討した。 

ヒト検体での検討: 結石患者において、腎結石の原基と考えられる腎乳頭の石灰化である



Randall’s plaqueを結石内視鏡治療の際に採取し、plaque部と正常粘膜部でオートファジ

ーの発現を SQSTM1の免疫染色と、透過型電子顕微鏡による細胞内の観察で検討した。 

 

４．研究成果 

In vitro: 結晶添加 6時間以降では、細胞内のオルガネラ傷害が顕著となり、ミトコンドリ

ア由来の活性酸素種や、リソソームの酸性化傷害と膜の傷害による LGALS3の上昇を認め

た。オートファジーも同様に、結晶添加 6時間以降で活性が低下した。オートファジー活性

の低下は、結晶によるmTOR活性の上昇と TFEBの核内発現の低下により、ULK1のリン

酸化が阻害されたことが原因と考えられた。Torin1の投与は、mTOR活性阻害により細胞

内傷害や結晶の細胞への付着を有意に抑制した。 

In vivo: 腎結石は GOX投与 2日目以降で上昇した。結石形成前において、尿細管細胞内で

は MAP1LC3B の発現上昇、オートファジーファゴソームが観察されたが、結石形成後で

は、MAP1LC3B の発現低下と、SQSTM1 の発現上昇が認められ、細胞内もオートファジ

ー低下により傷害オルガネラや空胞が多数認められた（図１）。GOX投与によるmTOR活

性の上昇と TFEB の核内発現の低下により、ULK1のリン酸化の阻害されたことが、オー

トファジー低下の原因と考えられた。Rapamycinの投与は、mTOR阻害による細胞内のオ

ートファジー亢進により、結石形成を有意に抑制した。 

ヒト検体での検討: 正常粘膜部では、細胞内にオートファゴソームを多数認めた。一方で、

plaque 形成部位では、傷害オルガネラが多数認められ SQSTM1 の発現が亢進していたこ

とから、オートファジーが低下していることが示唆された。 

 

以上のことから、mTOR/TFEB 経路の障害によるオートファジーの低下が、腎結石形成の

誘因になることを見出した。本研究から、mTOR阻害剤によるオートファジーの活性化が、

新規結石治療薬になる可能性が示唆された。     
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