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研究成果の概要： 

マウスでは、一度形成されたシュウ酸カルシウム結石が経時的に消失する。結石形成腎よ

り抽出したmRNAを用いて、DNAマイクロアレイを行い、結石形成と消失野過程における炎症・

免疫関連遺伝子、特にマクロファージの走化・活性を示す遺伝子群の関与が示唆された。定

量PCR、免疫組織学的検討により、オステオポンチンを始め、マクロファージ走化因子である

MCP-1の発現増加を認め、腎間質にマクロファージの増加を認めた。 
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１．研究開始当初の背景 
(1)尿路結石の疫学と、尿路結石治療の現状 
 我が国の尿路結石症の罹患率は、100 人中
6 人とされており、食文化の欧米化に伴い
年々上昇している。欧米では罹患率が 100 人
中に 20 人に達する国も見られる上、その再
発率は 5 年で 40〜50%と依然難治性で、形成
機序の解明と再発予防法の確立が急務であ
る。しかし現時点での尿路結石の有効な予防
法は、「多量の飲水」のみであり、未だ有効
な「結石予防薬」は開発されていない。治療
に関しては、体外衝撃波結石破砕術が普及し
ているが、近年腎機能だけでなく、周辺臓器

への影響を見直され、術後糖尿病・高血圧の
発生率を高めるとの報告が相次いでいる。さ
らに衝撃波が腎尿細管細胞障害を惹起し、結
石の再発を促進するとの見解もあり、その適
応に見直しが迫られている。以上より、改め
て「結石溶解薬」の開発が待たれるが、その
ような発想に基づいた研究は全く行われて
いない現状である。 
(2)無機物質としての尿路結石研究から、遺
伝子の関与へ 
 尿路結石は 90%の無機物質と数%の有機物
質(結石マトリクッス)から構成されており、
近年種々の結石内マトリックス蛋白が同定
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され、腎臓におけるこれら蛋白の発現が結石
形成に重要な役割を持つと考えられるよう
になった。私達は結石内の有機物質として最
も多く含まれるオステオポンチン(OPN)を同
定し、結石形成過程で重要な役割を持つこと、
その作用機序が骨形成および動脈硬化発生
に類似していることを示してきた。また OPN
の発現抑制が結石形成に抑制的効果を持つ
と考え、OPN antisense 発現遺伝子を培養細
胞に導入することによって結晶と細胞の接
着が抑制されることを示し、結石形成の第一
段階を予防できる可能性が示唆された。しか
し OPNは尿中で結石形成を阻害するとの諸家
の報告もあり、OPN がその存在部位や発現レ
ベルにおいて結石形成制御に強く関与して
いると考えられる。以上より、今後は遺伝子
組換え動物実験における結石形成実験が必
須と考えられた。 
(3)結石形成モデルマウスの作成と、結石消
失現象の発見 
 私たちは OPN 発現を抑制したマウス(ノッ
クアウトマウス)を作成するとともに、遺伝
子組換え動物のコントロールとなる、正常マ
ウスにおける結石形成法を新たに確立した
(結石形成モデルマウス)。この過程において、
マウスは「ある一定の条件でのみ結石が形成
されること」「一度形成された腎結石が経過
とともに消失する現象」を捉えた。これらの
現象は、これまで結石形成実験に用いられて
きたラットにおいては確認できない現象で
あった。さらに OPN ノックアウトマウスにお
ける結石形成実験では、結石の出現・消失の
タイミングが遅れるという現象も捉えてい
る。すなわち新たに結石形成実験の対象とな
ったマウスには、ラットと比較して、かなり
強力な結石形成予防能および結石消失能が
備わっている可能性が示唆された。さらにこ
の結石形成・消失には、OPN が大きく関わっ
ている可能性が示唆された。 
(4)今後の展望 
 同じ齧歯類におけるこの差異は、食生活の
欧米化に伴う結石罹患率の増大という共通
の環境が存在するにもかかわらず、まったく
結石ができない健常者と結石形成患者の差
異に近似するといえる。本研究の目的は、マ
ウスにおける結石形成・消失に関わる腎組織
内の環境変化や OPNを始めとした疾患関連遺
伝子群の動向を観察し、その原因となる因子
を同定することである。これにより、将来再
発性尿路結石で悩む多くの患者の腎環境を
健常者に近づけるための薬剤を開発するだ
けでなく、結石溶解薬の開発に繋げていく。 
 
２．研究の目的 
  結石形成モデルラットでは、シュウ酸前
駆物質である ethylene glycol を自由飲水さ
せる方法が一般的であるが、これまでの我々

の研究で、この方法ではマウスに結石形成さ
せることはできないことが分かった。多くの
投与実験の末、シュウ酸前駆物質のうち、グ
リオキシル酸を腹腔内投与することによっ
て腎にシュウ酸カルシウム 1水和物の結石が
生じることを確認し、結石形成モデルマウス
を確立した。このモデルにおいては、グリオ
キシル酸投与開始 3日目に OPN が発現増大し、
結石内には OPN が含有された。結石は 3日目
より形成されたが、6 日目をピークとして
徐々に消失していく現象を捉えた(現在論文
投稿中)。さらに結石形成・消失の経過にお
いて、腎間質へのマクロファージ遊走を観察
した。さらに大阪大学大学院医学系研究科病
理学との共同研究にて、OPN ノックアウトマ
ウスを作成し、モデルマウスと同条件でグリ
オキシル酸を投与したところ、結石形成およ
び消失のタイミングが遅れる現象を捉えた。
さらに偏光顕微鏡の観察では、形成された結
石が、正常マウスでは大きな花弁状を呈し、
OPN ノックアウトマウスでは砂状の小さな結
晶の集まりであることが観察された。 
 今後明らかにする点として、(1)結石消失
におけるマクロファージの役割の解明 およ
び(2)ゲノムワイド発現解析による、結石形
成・消失に関わる遺伝子群の同定を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)DNA マイクロアレイによるマウス腎結石
形成・消失に関わる遺伝子群の同定 
 正常マウスおよび OPNノックアウトマウス
に対し、モデルマウスの手法にて 80mg/kg グ
リオキシル酸を連日腹腔内投与する。0, 3, 6, 
9, 12, 15 日目に腎組織を採取し、total-RNA
を抽出、逆転写酵素により cDNA を合成し、
マウス全ゲノムをプロットしたマイクロア
レイにて Hybridization を行う。マイクロア
レイ画像データを解析ソフトにて定量化し、
クラスタリング解析により統計学的に有意
な発現変化を検出することにより、マウスの
結石形成・消失に関わる遺伝子群を同定する。
同定された遺伝子群は、同一検体を用いた定
量 PCR によって発現定量を行い確認する。す
でに報告されているラット結石形成モデル
に関するマイクロアレイ実験では、結石形成
に接着因子・炎症関連蛋白が関わっていると
の報告もあり、解析データを比較することに
よって、マウスのみが有する結石形成耐性
能・消失因子の候補を同定する。これらこの
データを基礎として OPNが欠如した際の結石
に関わる代替遺伝子の同定も行う。 
(2)腎結石消失に関わるマクロファージ機能
の解明 
 マクロファージを含めた腎間質細胞が、結
石形成における腎組織内変化に関わってい
る可能性については、ラットモデルに置いて
も確認されている。これは OPN を始めとした



 

 

結石マトリックス蛋白を標的とした生物消
化機能に着眼点をおいた発想で、形態学的な
結石研究においても、電子顕微鏡像によって
結石内の蛋白質が消化されたと思われる小
孔の存在が確認されている。以上より腎間質
マクロファージが、結石消失現象だけでなく
結晶レベルでの腎結石形成予防に重要な役
割を担っている可能性が示唆される。 
 このため報告されているマクロファージ
機能不全マウスを導入し、モデルマウスの手
法を用いて結石形成実験を行う。結石形成数
の増加は、マクロファージが結石形成予防に
重要な役割を有することを示唆し、結石消失
現象の消失は、マクロファージが結石消化機
能を有することを示唆する所見となる。 
 
４．研究成果 
(1)DNA マイクロアレイによるマウス腎結石
形成・消失に関わる遺伝子群の同定 
 結石モデルマウスの手法を用いて、
wild-type マウスと OPN ノックアウトマウス
に対し、80mg/kg のグリオキシル酸を腹腔内
投与することによりシュウ酸カルシウム結
晶を誘発した。準備実験同様、結晶形成は
wild-type の 3 日目より生じ、6 日目をピー
クとして消失した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 腎より total RNA を抽出し、マイクロアレ
イ解析を行った。マイクロアレイデータをデ
ータマイニングソフトにて解析し、結石形成
期(day3-6)および結石消失期(day9-15)に特
異的な発現の変化を抽出した。 
 Gene Ontology 解析ソフトウェアを用い抽
出された遺伝子群が属する分子機能カテゴ
リーを抽出した。その結果、有意に発現増加
したのは、結石形成・消失期を通して炎症・
免疫関連遺伝子群であった。また有意に発現
低下したのは、結石形成期に脂質代謝関連遺
伝子群と、結石消失期に抗酸化ストレス関連
遺伝子群であった。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 TaqMan® Gene Expression Assay による治
療 PCR、および免疫組織学的検討により、結
石マトリックス蛋白であるオステオポンチ
ンを始め、マクロファージ走化因子である
MCP-1 の発現増加を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 腎結石消失に関わるマクロファージ機
能の解明 
 wild-type マウス腎に対し、マウスマクロ
ファージ染色(F4/80 免疫染色)を施行した。
経日的に、腎間質にマクロファージが増加し
た。また透過型電子顕微鏡による確認により、
マクロファージが結晶を貪食する像を捉え
た。マクロファージ機能不全マウス(B6C3Fe 
a/a-Csfop /J マウス)ヘテロ型を搬入し、繁殖
と と も に 飼 育 条 件 を 安 定 化 さ せ た 。
Genotyping に関しては、制限酵素法に加え、
TaqMan® Genotyping Assay に て 正 確 に
Genotyping ができる環境を整えた。準備実験
として、繁殖にて得た wild-type(+/+)マウス
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とホモマウス(op/op)に対し、100mg/kg グリ
オキシル酸の 6日間腹腔内投与を行い、結石
形成量を比較している。この成果より、結石
形成期におけるマクロファージの機能が明
らかとなる。 
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