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研究成果の概要（和文）：尿路結石の形成初期には酸化ストレスによる腎尿細管細胞傷害が重要

であることを明らかにした。酸化ストレス発生の機序としてミトコンドリア傷害が示唆され、

ミトコンドリア傷害の抑制剤により結石形成を抑制することができた。また、結石マトリクス

であるオステオポンチンの機能部位の変異マウスを用い、その RGD 部位が結石形成開始時に、

カルシウム結合領域が結石の成長に、関与していることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Renal tubular cell injury, especially mitochondrial damage, and 
oxidative stress induce the early stage of calcium oxalate crystal formation in mice. 
We investigated the effects of impaired domains of OPN, the RGD sequence and two 
calcium-binding sites on crystal formation. Each domain contributes to the mechanism by 
which OPN stimulates crystal formation. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００８年度 2,000,000 600,000 2,600,000 

２００９年度 800,000 240,000 1,040,000 

２０１０年度 800,000 240,000 1,040,000 

年度    

  年度    

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・泌尿器科学 
キーワード：尿路結石、ミトコンドリア、オステオポンチン、酸化ストレス、透過型電子顕微

鏡 
 
１．研究開始当初の背景 

尿路結石症の生涯罹患率は食文化の欧

米化に伴い上昇し、我が国では100人中6

人、欧米では20人にも達する国もみられ、

生産年齢の男性に多く、その成因の究明と

再発予防法の確立は急務である。尿路結石

は90%の無機物質と数%の有機物質から構

成されている。近年、有機物質が同定され、

結石形成の場である腎臓において各種遺

伝子が結石形成に伴って発現することが

示されていた。しかし、遺伝子レベルに研

究が進んでからも画期的な再発予防法は

開発されていない。尿路結石患者は常に結

石が形成されているのではなく、個人の形

成されやすさ（遺伝要因）に形成されやす

い環境（食事、飲水量、肥満、アシドーシ

ス等）（環境要因）が重なり発症すると考

えられる。 

細胞内のミトコンドリアの損傷によっ

て活性酸素が発生することが知られてお
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り、結石形成時にはシュウ酸による細胞障

害→ミトコンドリアの損傷→活性酸素の

発生→細胞傷害のサイクルが発生してい

ると推察した。結石形成時の細胞障害、ミ

トコンドリアの機能、活性酸素の発生につ

いて詳細に検討することで、この経路を明

らかにし、結石形成機序を解明し予防法を

開発しようという着想に至った。 

また、私達は尿路結石のマトリクスとし

てオステオポンチン（OPN）を同定し、そ

の作用を結石形成の各段階で検討し、必須

な物質であることを示してきた。尿細管細

胞への蓚酸暴露などに対して OPN は組織

の保護作用を示すものの、ある一定以上の

発現があると蓚酸カルシウム結晶から結

石への成長を促すと推察された。OPN はア

ミノ酸配列から、情報伝達のリガンドとし

て作用する RGD 部位、カルシウム結合部位

などの機能部位が知られ、それぞれが蛋白

の機能に重要な役割を担っていると考え

られていた。 

そこで、本研究では尿路結石形成時の尿

細管細胞の状態を形態学的（免疫染色を併

用した電子顕微鏡による観察）および遺伝

子レベルで詳細に検討し、尿路結石形成の

主要遺伝子であるOPNの機能解析をノック

アウトマウスとRGD配列、カルシウム結合

部位など各機能部位を欠失させた、

dominant negativeトランスジェニックマ

ウスを用いて行うことを着想した。 

 

２．研究の目的 

本研究は形成時の腎尿細管での病態を詳

細に検討し、発生の予防法を確立すること

を目的とした。具体的には以下の項目を明

らかにすることを目的とした。 

尿路結石モデルマウスで尿細管細胞障害

を電子顕微鏡で詳細に観察し、形態的に機

序を明らかにする。 

尿細管細胞のミトコンドリア活性、酸化

ストレスマーカーを経時的に測定し、酸化

ストレスとの関係を明らかにする。 

抗酸化ストレス薬を投与し、結石形成予

防の可能性を検討する。 

RGD配列をRGEに変換したOPNを発現する

トランスジェニックマウス、カルシウム結

合部位を欠損させた OPN を発現するトラン

スジェニックマウスを作成し、正常 OPN 発

現マウス、OPN 欠損マウスと、glyoxylate

を腹腔内投与した際の尿路結石形成、結石

の形態などについて検討する。 

 

３．研究の方法 

【研究 1】結石形成時の尿細管細胞微細構造

の観察 

結石形成時の尿細管微細構造の観察と OPN

蛋白の局在の変化について検討する。尿路結

石モデルマウスとしてグリオキシル酸

100mg/Kg を、結石モデルラットとしてグリオ

キシル酸 120mg/Kg を腹腔内投与し、1, 3, 6, 

9, 12, 24, 48 時間後に sacrifice し、腎臓

を 摘 出 し た 。 摘 出 し た 腎 臓 を

2.5%glutaraldehyde で固定し、脱水し、epoxy 

resin に包埋し、透過型電子顕微鏡（TEM）で

観察し、尿細管微細構造、とくにミトコンド

リアと細胞膜について経時的変化を観察し

た。 

【研究 2】ミトコンドリア傷害抑制物質を用

いた結石形成抑制の試み 

1%Etyleneglycolを14日間自由飲水して作

成する結石モデルラットに、ミトコンドリア

傷 害 の き っ か け と な る mitochondrial 

permeability transitional pore の開口抑制

剤 で ある cyclosporine A を 2.5, 5.0, 

10.0mg/Kg/day で腹腔内投与した。投与開始

14 日後に腎を摘出し、結石形成を偏光顕微鏡

と Pizzolato 染色で検討した。 

【研究3】 OPNノックアウトマウスと変異OPN

発現トランスジェニックマウスを用いた OPN

機能部位の解析 

OPN-KO マウスと正常 OPN、RGD 配列を RGE

に変換した OPN、カルシウム結合部位を欠損

した OPN を発現するトランスジェニックマ

ウスを作成した。 

OPN-KO マウスでは蓚酸前駆物質の投与に

より、結石が形成されるものの、wild type

と比較し、結石形成数が少なく、偏光顕微

鏡の観察で結石が小さく成長せず、形成さ

れた結石が消失する機能も緩除であり、OPN

は結石の成長、消失に機能していることを

本研究開始前に確認している。OPN-KO マウ

スと変異 OPN トランスジェニックマウスを

交配し、wild type 由来の OPN の発現はノッ

クアウトされているものの、トランスジェ

ニックマウス由来のそれぞれの OPN を発現

する遺伝子組み換えマウスを作成し、繁殖

を行った。結石モデルマウスと同様に蓚酸

前駆物質であるグリオキシル酸 100mg を腹



 

 

腔内投与して結石形成を行い

変異オステオポンチンによる

形態について検討した。（図 1

 

４．研究成果 

【研究 1】結石形成時の尿細管細胞微細構造

の観察 

結石形成の初期過程について

蛋白を抽出し、western blot にて

スマーカーである SOD の低下

上昇を確認し、結石形成過程に

が関与することを

明らかにした。（図

2） 

電子顕微鏡で、結石形成初期

胞を詳細に観察し、ミトコンドリアの

崩壊がおこり、微絨毛の脱落がみられ

が形成されていくという過程

形成機序を明らかにした（図

 
【研究 2】ミトコンドリア傷害抑制物質

いた結石形成抑制の試み 

Cyclosporine A の投与で結石

トの結石形成量が減少し（図

を認めなかった（図 5）。 

（図 4） 結石形成量は cyclosporine A

投与で低下した。 

 
ミトコンドリア傷害が結石形成

cyclosporine Aが抑制作用をもつことが

された。 

い、それぞれの

オステオポンチンによる結石形成量と

1） 

尿細管細胞微細構造

について、摘出腎から

にて酸化ストレ

低下と MDA、4HNE の

に酸化ストレス

結石形成初期の腎尿細管細

ミトコンドリアの膨化、

がみられ、結石

過程をとらえ、結石

図 3）。 

傷害抑制物質を用

結石モデルラッ

図 4）、結石の成長

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

cyclosporine A（CsA）の

結石形成に関与し、

をもつことが示唆

 
 
 

 
（図 5）Cyclosporine の投与で

し、結石の成長を認めなかった

 
【研究3】 OPNノックアウトマウスと

発現トランスジェニックマウスを

機能部位の解析 

Wild-type と比較し、OPN

ウスでは結石が形成されないが

欠損 OPNマウスでは結石形成量

多く、RGD 配列変異 OPN マウスでは

量が少なかった。（図 6） 

形成された結石の形態を

鏡で観察すると、wild-type

石が成長していくのに対して

スでは結石が砂状で成長が

RGD 配列変異 OPN マウスでは

して比較的結石の形態が保たれ

結合領域欠損マウスでは結石

していく形態が見られなかった

 

これらの結果から、OPN の

形成量に、カルシウム結合領域

に影響を及ぼすことが明らか

石マトリクスである OPNについてそれぞれの

機能部位での結石形成における

かにすることができた。 

 

で結石形成量が減少

めなかった。 

ノックアウトマウスと変異OPN

トランスジェニックマウスを用いた OPN

OPN ノックアウトマ

されないが、Ca 結合領域

結石形成量の全体はやや

マウスでは結石形成

を走査型電子顕微

type では花弁状に結

して、OPN-KO マウ

が見られなかった。

マウスでは wild-type に対

たれているが、Ca

結石が周囲に成長

られなかった。（図 7） 

 
の RGD 配列は結石

結合領域は結石の形態

らかになった。 結

についてそれぞれの

における機能を明ら
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