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研究成果の概要（和文）： 本研究では酸化ストレスおよび NF-KB を介した細胞内シグナル伝達系の尿路結石へ
の関与を調べ、Nrf2 活性化による治療への応用を目指した。COM結晶、シュウ酸、NOによる刺激は、腎尿細管細
胞株（MDCK, NRK-52E）による酸化ストレスを増加させた。また、Nrf2の発現も漸増しており、酸化ストレスに
対する反応と考えられたが、有意な結果とまでは言えない結果であった。
　Nrf2発現制御により、酸化ストレスの抑制を介した尿路結石予防ができる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： In this study, we investigated the involvement of oxidative stress due to 
chronic fatigue and the intracellular signaling system mediated by NF-kB in urolithiasis, and aimed 
to apply it to treatment by Nrf2 activation.Stimulation with COM crystals, oxalate, and NO increased
 oxidative stress by renal tubular cell lines (MDCK, NRK-52E). In addition, the expression of Nrf2 
was gradually increased, which was thought to be a response to oxidative stress, but the result was 
not significant.
It was suggested that regulation of Nrf2 expression may prevent urolithiasis through suppression of 
oxidative stress.

研究分野： 尿路結石症

キーワード： 尿路結石　酸化ストレス　細胞内シグナル伝達

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 尿路結石は生活習慣病の一つであり、動脈硬化と多くの共通点をもつ。近年、NF-kBの活性化を抑制し、細胞内
の酸化ストレスの制御に重要な働きをもつ Nrf2 (Nuclear factor E2 related factor 2) の活性化が、生活習
慣病の新たな治療戦略として注目されている。さらに、酸化ストレスも生活習慣病の一因であることがわかって
きた。本研究により、酸化ストレスおよび NF-kB を介した細胞内シグナル伝達系の尿路結石への関与が明らか
にされ、Nrf2 活性化による治療への応用につながる可能性が示された。

※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 
これまで私たちは、尿路結石の成因を動脈硬化症との類似点、特に NF-B と

の関連から解明してきた。その結果、NF-B により誘導される多くの蛋白（OPN、
MCP-1 等）が炎症を惹起し、マクロファージが誘導され、結晶を貪食した後、
泡沫化し、結石関連蛋白と結合して結石形成時の結石の核となることを証明し
てきた。さらに私たちは、腎尿細管細胞で、酸化ストレスやシュウ酸刺激が NF-
B を活性化することを見いだした。 

 
２．研究の目的 

尿路結石は生活習慣病の一つであり、動脈硬化と多くの共通点をもつ。これ
まで、私たちは腎尿細管細胞において、シュウ酸刺激と酸化ストレスが、動脈硬
化の形成と同様に、転写因子 NF-B によるシグナル伝達経路を活性化させるこ
とを見いだした。さらに、これに引き続いて、結石関連蛋白であるオステオポン
チン（OPN）や Monocyte Chemotactic Protein-1（MCP-1）の発現が誘導され、結
石形成が促進されることを発見した。近年、NF-B の活性化を抑制し、細胞内
の酸化ストレスの制御に重要な働きをもつ Nrf2 (Nuclear factor E2 related factor 
2) の活性化が、生活習慣病の新たな治療戦略として注目されている。さらに、
慢性疲労による酸化ストレスも生活習慣病の一因であることがわかってきた。
本研究では慢性疲労による酸化ストレスおよび NF-B を介した細胞内シグナ
ル伝達系の尿路結石への関与を調べ、Nrf2 活性化による治療への応用を目指し
た。 
 
３．研究の方法 
 1) 低酸素環境下での結石関連因子の発現 
 異なる酸素濃度下での腎尿細管上皮細胞の評価とシュウ酸カルシウム 1 水和
物結晶の投与の影響を評価した。方法は M-1 細胞を低酸素チャンバーで O2 濃
度を変化させ（21％、5％、1％）24 時間培養し、コントロール群とシュウ酸カ
ルシウム1水和物結晶の投与群で比較検討した。検討項目は結晶の付着量とHIF
タンパクを Western blot にて、酸化ストレスの検討のため SOD、結石形成促進
因子である Ccl12、Spp1、IL-6、TNF-α の発現を RT-PCR にて定量化し比較し
た。 
  2) 尿路結石形成に関する PHD 阻害剤の影響 
マウス腎尿細管細胞(M1)に対して、control 群と PHD 阻害剤 (25、50、75μM)

投与群にシュウ酸カルシウム結晶（COM）20μg/cm2 を添加し、結石付着量、
Ccl2、Sod1、Il6、Tnf、Spp1 を PCR にて検討した。 
 3) 尿路結石形成における Nrf2 を介したストレス応答の関与 
 腎尿細管細胞株（MDCK, NRK-52E）に COM 結晶、シュウ酸、NO による刺激
を加え、Nrf2 シグナル伝達系；Nrf2, Keap1,IRF3,SLPI,CD36, NF-B,AP-1 の発現
を免疫組織染色、Western Blot、RT-PCR により確認した。さらに、COM 結晶、
シュウ酸、NO による刺激後、MCP-1 の発現を定量 PCR, Western Blot にて検討
した。 
４．研究成果 
  1) 低酸素環境下での結石関連因子の発現 
 コントロール群では酸素濃度を低下させると HIF1α は増加したが、SOD、



Ccl2、Spp1、IL-6 が 21％と比較し 1％で有意に低かった。シュウ酸カルシウム
1 水和物結晶投与群において、結晶付着量は 21％、5％群と比較すると有意差は
なかったが低下する傾向にあったが、1％では 5％と比較し上昇する傾向にあっ
た。RT-PCR では 1％で有意に Il-6 が高値を認めたが他に差を認めなかった。 
 2）尿路結石形成に関する PHD 阻害剤の影響 

PHD 阻害剤投与によりマウス腎尿細管細胞(M1)への結晶付着量が有意に減
少し（p<0.05）、炎症マーカーであるCcl2、Spp1の発現の減少を認めた（p<0.05）。
また、control 群と HIF-1αを knock down したマウス腎尿細管細胞(M1)に対し
PHD 阻害剤を投与後に COM を添加した。この結果、control 群と比較し knock 
down 群において、結晶付着量の有意な増加を認め（p<0.05）、Ccl2、Spp1 の増
加と抗酸化ストレスマーカーの SOD1 が減少した（p<0.05）。 In vivo 実験に
おいては、8 週齢雄マウス(C57BL/6J)を、コントロール群（PBS 投与）と PHD
阻害剤投与群（5mg,10mg/kg/da 投与）に分け、グリオキシル酸 80mg/kg を連
日投与したところ、尿路結石を形成させることができた。Day6 に解剖し結石形
成抑制効果を検討した。PHD 阻害剤投与群で結石形成が抑制され、Ccl2、Spp1、
Tnfの低下が確認できた（p<0.05）。今回の結果から PHD 阻害剤が、酸化スト
レスを抑制することにより、将来、有用な尿路結石予防薬となりうることが示さ
れた。 

3）尿路結石形成における Nrf2 を介したストレス応答の関与 
 COM 結晶、シュウ酸、NO による刺激は、腎尿細管細胞株（MDCK, NRK-52E）
による酸化ストレスを増加させた。また、Nrf2 の発現も漸増しており、酸化ス
トレスに対する反応と考えられたが、有意な結果とまでは言えない結果であっ
た。 
 Nrf2 発現制御により、酸化ストレスの抑制を介した尿路結石予防ができる可
能性が示唆された。 
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