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研究成果の概要（和文）：尿細管上皮細胞・Mφ・脂肪細胞らの細胞間ネットワークに焦点を当て、尿路結石の
包括的な治療法・予防法の開発を行った。
[1] MTOR阻害剤がオートファジーと結石形成の減少をきたすこと、その機序を明らかにした。 [2] マウス骨髄
から遊離したMφを分化させ、M2Mφが結石形成を抑制することを明らかにした。 [3] 脂質代謝に関わるFABP4が
結石形成に関わる機序を明らかにした。 [4] 結石モデルマウスとヒトGWASデータによるOmics解析によって結石
形成に関わる新たな因子を同定した。[5] iPS細胞からMφを分化させ、シュウ酸カルシウム結晶を貪食する実験
系を確立した。

研究成果の概要（英文）：Focusing on the intercellular networks of renal tubular epithelial cells, M
φ, and adipocytes, we have developed a comprehensive treatment and prevention method for 
urolithiasis. [1] MTOR inhibitors have been shown to reduce autophagy and stone formation. [2] Using
 Mφ isolated from mouse bone marrow, it was revealed that M2Mφ inhibited calculus formation. [3] 
We elucidated the mechanism by which FABP4 is involved in stone formation. [4] Omics analysis of 
stone model mice and human GWAS data identified new factors involved in stone formation. [5] An 
experimental system for phagocytosing calcium oxalate crystals was established by differentiating M
φ from iPS cells.

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
尿路結石は、生涯罹患率が12%、5年再発率が50%と高いが、形成機序が解明されておらず、予防法は確立してい
ない。以前は、結石内に90数%含まれる無機成分を中心に形成機序の解明が試みられてきた。本研究では、尿路
結石が形成される場である、腎組織とその細胞間ネットワークに焦点をあてた。オートファジー、マクロファー
ジ、脂質代謝異常に着目し、形成機序の解明に取り組んだ。
細胞内の炎症が関連し、免疫系細胞の変化によって、結石が形成される機序を解明した。学術的に、これまでに
ない形成機序の概念の確立をもたらした。社会的に、腎結石の溶解療法、予防治療の開発への発展によって、結
石患者の再発をなくすことが期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 

尿路結石は、生涯罹患率が 12%に達し、再発率は 5年で 50%と高いが、予防法は確立していな
い。尿路結石の形成機序の解明に関しては、結石と尿中の成分に対する解析研究、培養細胞・動
物モデルを用いた研究を中心に行われている。尿中成分では、結石内に 90数%含まれる無機成分
からのアプローチが主体であった。しかし、その治療効果に限界があったことから、私たちは結
石内にわずか数％しか含まれていない有機物質（マトリックス）が結石形成に重要な作用をして
いると考えた。これまでの研究で、ミトコンドリア傷害を介した細胞傷害を介し、マトリックス
であるオステオポンチン（OPN）の発現を介して尿路結石が形成される分子機構を解明した。ま
た、世界に先がけて尿路結石モデルマウスの確立を行い、その過程において「腎結石が自然消失
する」という興味深い現象を捉えることに成功した。これには、尿細管上皮細胞のオートファジ
ーや、免疫細胞である Mφによる結晶貪食が関わることが、これまでの基礎データから示唆され
る。さらに私たちは、メタボリックシンドローム(MetS)との関連として、脂肪細胞が炎症性アデ
ィポサイトカインの産生を介して、これら Mφや尿細管上皮細胞に働き、結石形成を促進するこ
とを明らかにした。 

本研究では、これらの研究成果から、尿細管上皮細胞・Mφ・脂肪細胞らの細胞間ネットワー
クに焦点を当て、尿路結石の包括的な治療法・予防法の開発を目指した。 
 
２．研究の目的 
 
私たちは、これまでの成果を踏まえ、遺伝子改変マウスを含む in vitro/vivo 実験と、ヒト検

体を用いた omics 解析、さらには iPS 細胞からの化合物ライブラリーという最新の手法を用い、
以下の 5 つの研究から結石学の概念を変える「結石の溶解療法」の開発を目指した。 
(1) オートファジーを応用した尿路結石形成機序の解明と制御法の確立：結石形成の初期にお

こる尿細管細胞内の傷害が、オートファジーによって消化される機序を解明することに取り
組んだ。 

(2) Mφ 分化を応用した尿路結石の消失現象の解明と予防法の開発：M1(炎症性)と M2(抗炎症
性)の Mφ への極性分化における結晶貪食に関する機能変化を調べ、予防法の開発を行った。 

(3) 脂質代謝障害におけるオートファジー・Mφ機能の障害と結石形成変化の解明：脂肪酸輸送
を担う FABP4 のノックアウトマウスを使用し、Mφ機能障害への影響を解明した。 

(4) ヒト腎乳頭・尿中蛋白におけるオートファジー/Mφ/脂質代謝関連分子の omics 解析：腎乳
頭組織におけるオートファジー・Mφ・脂肪細胞の関連分子の omics 解析を行った。 

(5) 低分子化合物ライブラリーによる細胞間結晶貪食作用を介した創薬：結石患者の iPS 細胞
由来の尿細管上皮細胞を用いて、化合物ライブラリーを用いた薬剤の開発を目指した。 

 
３．研究の方法 
 
(1) オートファジーを応用した尿路結石形成機序の解明と制御法の確立 

本研究ではこれらを踏まえ、in vitro、in vivo の手法により、オートファジーを用いた尿
路結石の抑制法の確立を試みた。 
①：オートファジーにおける結晶を内包したエンドソームの 3次元微細構造の観察 

in vitro 研究として、シュウ酸カルシウム結晶が処理される過程を SBF-SEM(Serial 
block-face scanning electron microscopy)を用いて 3次元微細構造を観察した。オートフ
ァジーを抑制する 3-メチルアデニン、亢進する Torin1 などの薬剤を用いて、結石形成におけ
る選択的オートファジー機序の解明を試みた。 

②：遺伝子改変マウスを用いたオートファジーの制御による結石抑制研究 
オートファジーの可視化マウス（GFP-LC3#53 マウス）、近位尿細管特異的オートファジー

関連遺伝子（Autophagy protein 5）の欠損マウス（Atg5F/K:KAP マウス）を用いて、オート
ファジーの制御による結石抑制を試みた。 

 
(2) Mφ分化を応用した尿路結石の消失現象の解明と予防法の開発 

私たちは、腎 Mφの極性に着目し、炎症性 M1-Mφ と抗炎症性 M2-Mφがそれぞれ尿路結石の
形成を促進あるいは抑制に作用することを証明した。本研究では、M1Mφ と M2Mφ に分化した
際の結晶貪食と処理に関する機能変化を調べた。 
①：ヒト末梢血 Mφを用いた表現型の相違による結晶貪食能の比較解析 

ex vivo の研究として、末梢血から自動磁気細胞分離装置(autoMACS™)を用いて、Mφを M1-



Mφと M2-Mφ に分離した。さらにそれらにシュウ酸カルシウム結晶を添加して走化および貪
食能をフローサイトメーター、共焦点/電子顕微鏡で解析した。 

②：結石モデルマウスを用いた骨髄由来 Mφの投与による尿路結石形成の抑制 
8 週齢雄の C57BL/6J マウスの骨髄から自動磁気細胞分離装置(autoMACS™)で遊離した Mφ

を M1・M2 に分化、ソート(SH800Z セルソーター)後、静脈注射によって投与し、M1/ M2Mφ分
化に伴う結晶貪食と処理に関する細胞内機能変化と結石形成について検討を行った。 

(3) 脂質代謝障害におけるオートファジー・Mφ機能の障害と結石形成変化の解明 
これまでの私たちの研究から、脂質代謝に関わる FABP4 (fatty acid binding protein 4)

が結石形成に重要な役割を担うことが分かっている。本研究では、FABP4 をターゲットとした
in vitro/in vivo の実験系を用いて、脂質代謝異常時におけるオートファジー・Mφ機能の解
析から結石形成の病態解明を試みた。 
①：FABP4 ノックダウン系における尿細管上皮細胞・Mφ細胞の結晶処理能の解析 

尿細管上皮細胞・Mφ・脂肪細胞を共培養し、FABP4 の発現をノックダウンさせた系におけ
る結晶の尿細管上皮細胞への付着能、オートファジー発現、Mφの結晶貪食率と、結石関連お
よび Mφ関連遺伝子・アディポサイトカインの発現を定量化し、比較した。 

②：FABP4 ノックアウトマウスを用いたオートファジー・Mφの機能解析 
尿細管上皮細胞・Mφは、ともにそれぞれオートファジー・結晶貪食による結石形成に対す

る抑制能を持っている。FABP4 の機能障害におけるマウス生体内でのそれぞれの機能解析を行
った。 

(4) ヒト腎乳頭・尿中蛋白におけるオートファジー/Mφ/脂質代謝関連分子の omics 解析  
モデルマウスとヒト GWAS データから、Omics 解析によって結石形成関わる因子を探

索し、同定した。 
雄マウにグリオキシル酸 100mg/Kg を連日腹腔内投与して、結石モデルマウスを作成した。

投与日数を 0 日、1 日、6 日として 4 匹づつ用意した。採取した腎雑煮ついて遺伝子発現解析
（RNA-seq）、プロテオーム解析（LC-MS）を用い、遺伝子発現、タンパク、リン酸化ペプチドを
網羅的に定量した。バイオバンクジャパンが公開している尿路結石症ゲノムワイド関連解析
（GWAS）の要約統計量を用いて遺伝的リスク遺伝子を MAGMA を用いて推定した。モデルマウス
とヒトゲノム解析の結果を統合して解析し、関連遺伝子の同定を行った。また、研究の展開の
ため、ヒト乳頭組織からの検体採取方法の開発を行った。 
 

(5) 低分子化合物ライブラリーによる細胞間結晶貪食作用を介した創薬 
 これまでの研究成果から、「尿路結石患者では M2-Mφ による結石処理能が低い」ことが考え
られる。本研究では、結石患者と健常者の体細胞から iPS 細胞由来の腎組織系を作成した。次
いで２つの研究で結晶貪食能を高める低分子化合物を同定することを試みた。 
①：疾患 iPS 細胞の樹立と尿路上皮細胞・Mφ・脂肪細胞の共培養系の確立 

体細胞から iPS 細胞を作成し、Mφ を分化させ、結晶貪食能の解析を試みた。健常者と結
石患者の iPS 細胞を作成し、オルガノイドを作成し、薬物評価系の確立を試みた。 

②：低分子化合物ライブラリー 
 表面マーカー等の検索により、疾患 iPS 細胞由来の細胞間ネットワークによる結晶貪食因
子を改善させる化合物のスクリーニングのモデル系を構築し、低分子化合物ライブラリーを
用いた創薬研究の基盤確立を試みた。 

 
４．研究成果 
 
(1) オートファジーを応用した尿路結石形成機序の解明と制御法

の確立 
結石形成時のオートファジーが関わる機構を以下（右図）のよ

うに解明した。（Unno, Yasui, et al. Autophagy 2020） 
腎結石発生時には、MTOR が活性化され、核内 TFEB の発現が抑

制され、オートファジーが損なわれる。オートファジーの阻害は、
損傷したオルガネラの蓄積を引き起こす。これにより炎症反応が
亢進し、結晶-細胞間の相互作用が促進され、腎結石形成が促進さ
れる。したがって、MTOR-TFEB 軸の調節不全によるオートファジ
ーの欠損は、腎結石形成の有効なターゲットとなり得る。MTOR 阻
害剤、TFEB 誘導剤、またはオートファジー誘導剤は、腎臓結石の
発生を抑制することができる。MTOR-TFEB 軸の制御が、腎臓結石
形成の有効なターゲットとなり得ることを示した。 



 
(2) Mφ分化を応用した尿路結石の消失現象の解明と予防法の開発 

M2-Mφ がシュウ酸カルシウム結晶を貪食する様子を走査電顕で観察した。8 週齢雄の
C57BL/6J マウスの骨髄から自動磁気細胞分離装置(autoMACS™)で遊離した Mφ を M1・M2 に分
化、ソート(SH800Z セルソーター)後、静脈注射によって投与し、M1/ M2Mφ分化に伴う結晶貪
食と処理に関する細胞内機能変化と結石形成について検討を行い、M2Mφ の注射によって結石
形成量を減少させること明らかにした。Mφ の分化を制御することが、結石形成の予防に繋が
る可能性を示した。 

 

(3) 脂質代謝障害におけるオートファジー・Mφ機能の障害と結石形成変化の解明 
これまでの私たちの研究から、脂質代謝に関

わる FABP4 (fatty acid binding protein 4)が
結石形成に重要な役割を担うことが分かってい
る。本研究では、FABP4 をターゲットとした in 
vitro/in vivo の実験系を用いて、脂質代謝異常
時におけるオートファジー・Mφ機能の解析から
結石形成の病態解明を試みた。 
 Fabp4 ノックアウトマウスでは、野生型とくらべ
て、脂質代謝およびマクロファージ関連遺伝子の
低下から、腎結石形成量、尿中結晶排出量が増加
することがわかった（右図）（Taguchi, Yasui et 
al. Kidney Int 2020）。このことから FABP4 はマ
クロファージ関連遺伝子の発現を亢進させ、結石
形成を抑制することが考えられる。脂質代謝の制
御による予防法につながることが期待できる。 

 

(4) ヒト腎乳頭・尿中蛋白におけるオートファジー/Mφ/脂質代謝関連分子の omics 解析  
GWAS Summary の解析では、134 の遺伝子を有意な結石関連遺伝子として同定した。結

石モデルマウスの発現変動解析では、RNA-seq で 1173/10828 遺伝子、LC-MS で 372/4969
のタンパク、516/7217 のリン酸化ペプチドが有意に変動していた。ヒト－マウスの統合解
析では、遺伝子発現解析で 31 遺伝子、21 リン酸化部位が共通して有意に関連が認められ
た。eQTL（expression Quantitative Trait Loci）の観点から本結果を検証し、尿路結石の
リスクとなる新規の遺伝子を同定した（投稿中）。この分子は、モデル動物と、ヒトの統合
解析するマルチオミクス解析で初めて同定し得た分子であり、解析とともに研究のターゲ
ットとなる。ヒトの検体採取については、内視鏡手術で低侵襲に組織を採取する方法を確立
した。 

 

(5) 低分子化合物ライブラリーによる細胞間結晶貪食作用を介した創薬 
体細胞から iPS 細胞を作成し、Mφを分化させた。iPS 由来の Mφが結晶を貪食することを確認

し、その定量評価法を確立した。健常者と結石患者の iPS 細胞を作成し、貪食能が異なる因子の
同定を今後、試みていく。貪食能の定量から低分子ライブラリーを用いた創薬研究の基盤を確立
した。また、iPS 細胞由来のオルガノイドを作成し、薬物評価系の確立を試みている。 
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