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研究成果の概要（和文）：本研究は熱受容体(TRPV1)作動薬の腎結石形成防御を確認し、その反応経路にあるCGRPの役
割を解明する計画であった。研究の初期段階で、TRPV作動薬カプサイシン投与による動物死が相次いだため、同活性を
持つ緑茶・ルイボス茶を投与した。その結果、尿中結晶数の減少傾向を認めたが、結石数・尿生化学に有意な変化を認
めなかった。さらにCGRPノックアウトマウスも繁殖に問題が生じ、ミトコンドリア膜物質cyclophilin D(CpD)に注目し
、この遺伝子のノックアウトマウス(KO)を導入・繁殖した。このKOは、野生型と比較して、結石形成量が少なく、関連
遺伝子発現とミトコンドリア崩壊像の減少を認めた。

研究成果の概要（英文）： This study was planned to confirm the prevention of kidney stone formation (KSF) 
with TRPV1-promoter and to elucidate the role of the CGRP. As the preliminary study, administration of 
the Capsicine caused animal death. Therefore, We confirmed whether green tea (GT) or Rooibos tea (RT) 
having TRPV1 activity had preventive effects. As a result, a tendency to decrease of urinary crystals by 
GT or RT was demonstrated. Furthermore, because several problems were occurred for the breeding of CGRP 
knockout mice, we paid attention to cyclophilin D (CpD), the mitochondrial membranous substance, and 
introduced CpD knockout mice (KO) and spread. The KO had less number of kidney crystals than wild type 
(WT) and showed lower expression of the stone and apoptosis-related gene and fewer amount of 
mitochondrial collapse images with the transmission electron microscope than WT. It was thought that the 
cyclophilin D inhibition could become the new preventive agent for the kidney stone formation.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

(1)腎結石の疫学と予防治療の成果 
 わが国の腎結石症の生涯罹患率は、100人中
10 人にも達し、この 40 年間で発生頻度が約 3
倍にまで増えた。経済の発達に伴い、国民の富
裕度が増し、生活水準の向上、特に食生活の欧
米化（動物性脂肪や動物性タンパク質の摂取）
が見られたことが、本邦における腎結石の発生
に多大な影響を与えたものと考えられ、今後も
増加の一途をたどると予想される。またその再
発率は 5 年で 40-50%と高率であることより、
個人の健康への影響だけでなく、医療経済を圧
迫する要因となることが危惧される。しかし予
防薬として認可されているものは、酸化マグネ
シウムとクエン酸製剤のみであり、腎結石の成
因の解明と予防薬の開発は急務である。 

(2)腎結石形成起点となる酸化ストレスに
よる細胞傷害 
 腎結石形成過程において、酸化ストレスに
よる腎尿細管の細胞傷害が重要と考えられ
てきたが、私たちは抗酸化作用を有する緑茶
とその主成分カテキンが、結石モデル動物に
おける腎結石形成を予防できることを報告
した。また結石の原因であるシュウ酸の暴露
が、細胞傷害を引き起こし、NF-κBの発現増
加を介して結石マトリックス蛋白オステオ
ポンチンが高発現する機序を明らかにした。
さらに結石モデル動物を用いた腎尿細管細
胞の電子顕微鏡観察において、結石形成初期
にはミトコンドリアの膨化・崩壊が生じ、こ
れらオルガネラの崩壊物質が尿細管腔内で
結石原基となる新たな知見を報告した。 

(3)抗酸化ストレス作用を有する TRPV1 シグ
ナル経路と結石予防因子としての着想 
 TRPV1 は、43℃以上で活性化される熱受容体
で、そのアゴニストとして (Capsicine: Cp)
を有する。Cp は強力な抗酸化作用を有する物
質であり、TRPV1を介したカルシトニン遺伝子
関連蛋白（CGRP）およびInsulin like growth 
factor-1 (IGF-1)の発現増加を来たし、さらに
phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) 経路
および mitogen-activated protein kinase 
(MAPK) 経路を介して細胞のアポトーシスを抑
制する機能も有する。酸化ストレスによる腎尿
細管障害、さらにアポトーシスによる細胞傷害
を阻害することによって、腎結石形成を防御で
きる可能性が推測される(図 1)。 

２．研究の目的 
 私たちは、これまでに腎結石研究を環境因
子・遺伝因子の観点から多角的に研究を進め
てきた。その一要因として、酸化ストレスに
より腎尿細管細胞のミトコンドリア障害を介
したアポトーシスと、その結果崩壊した細胞
内オルガネラの尿細管腔内への流出物が結石
核となるという興味深い現象を捉えた。この
成果を踏まえ、新たに熱受容体 TRPV1 を介し
た抗アポトーシス経路の活性化が、尿路結石
形成過程における腎尿細管細胞の障害を予防
できるかを検証する。具体的には、TRPV1 作動
因 子 で あ る 8-methyl-N-vanillyl-6- 
nonenamide (Capsicine)が腎結石予防効果を
発揮するか結石モデル動物を用いて研究する。 

３．研究の方法 

(1)腎結石形成モデル動物に対する TRPV1 作
動薬の投与と結石予防効果の検証 
 8週齢雄マウス(C57BL/6J)に対し、シュウ酸
前駆物質であるグリオキシル酸を連日腹腔内
投与を行い、腎結石モデルを作成する。TRPV1
作動薬Capsicine(Cp)投与はグリオキシル酸投
与前日より開始し、3群 (①control 群：Cp非
投与。②Cp 0.1mg/kg 連日皮下注射 ③Cp 
0.3mg/kg 連日皮下注射)に分けて行う。腎組織
の採取に際しては、適切な麻酔処置を行う。腎
組織は、①結石形成・免疫組織化学用に 4%パ
ラフォルムアルデヒド固定よりパラフィン包
埋ブロックの作成、②RNA 抽出用に RNAlater
保存後、-80℃保存、③蛋白抽出用に組織を液
体窒素から-80℃保存 ④透過型電子顕微鏡観
察用に一部のマウスにおいて、PBS 希釈 2.5%
グルタールアルデヒドをPERISRAR Pumpを用い
て左心室から環流固定し腎を採取する。パラフ
ィンブロックより 4µm切片を作成し、偏光顕微
鏡による腎結晶の形態学的観察を行う。また画
像解析ソフト Image Pro Plus®によって、結石
形成量を定量化し、群間の結石形成量を
Mann-Whitney U test にて有意差検定を行う。
また組織採取 24 時間前より各マウスは代謝ケ
ージ内で飼育し、24時間蓄尿を採取する。 

(2)TRPV1 作動薬投与による関連遺伝子の発現変
化と腎尿細管細胞の微細構造変化の観察 
 (1)で採取した腎組織よりtotal RNA 抽出お
よび cDNA 合成を行い、定量 PCR (TaqMan® 
assay)によって腎結石関連遺伝子オステオポ
ンチン(OPN), 酸化ストレス関連遺伝子
superoxide dismutase (SOD), ミトコンドリ
ア傷害によるアポトーシス関連遺伝子 tumor 
necrosis factor (TNF), Caspase 3、および
TRPV1 シグナル経路上の関連因子であるカル
シトニン遺伝子関連蛋(CGRP）および Insulin 
like growth factor-1 (IGF-1)の発現定量を
行う。凍結組織より、同遺伝子の Western 
Blotting を行う。さらに免疫染色によって同
遺伝子の発現局在を観察する。一方、透過型
電子顕微鏡によって細胞傷害で生じるミトコ
ンドリアを含めた細胞内オルガネラの構造変図 1 TRPV1 作動薬による腎結石形成防御モデル 



化を観察することによって、抗アポトーシス
効果を確認する。 

(3)CGRP ノックアウトマウスを用いた TRPV1 作
動薬, IGF-1 投与による結石形成の確認 
 CGRP ノックアウトマウスを導入し、研究に
必要な頭数(各 genotype 約 30 匹)まで繁殖さ
せる。この間、genotype 用の primer をデザイ
ンし、正確なgenotyping が実施できる環境を
確立する。腎結石モデルマウスの手法に準じ
て、(1)と同様のGOX投与を行う。評価は、偏
光顕微鏡による結石形成量の定量、電子顕微
鏡による細胞内オルガネラの形態学的変化の
観察、発現解析による関連遺伝子の変化を観
察する。CGRPノックアウトマウスへのCpの投
与により、結石形成抑制が十分に認められな
かった場合、IGF-1 の投与によって抗アポトー
シス機能が回復することを確認する。 
 
４．研究成果 

(1)腎結石形成モデル動物に対する TRPV1
作動薬の投与と結石予防効果の検証 
 TRPV1 作動薬 Capsaicin は、投与によって
マウスの食欲低下・体重減少が著しく、死亡
が相次いだ。このため Capsicine の投与を断
念し、本研究のTRPV1作用経路上にある、CGRP 
(calcitonin gene related to peptide)およ
び IGF1(Insulin like growth factor-1)促進
作用を持つ Green Tea を実験群として新たに
加えラットでの研究を行った。さらに強力な
抗酸化ストレス作用を有する Rooibos Tea を
加え、研究を行った。 

【方法】 
■動物:  7 週齢 SD 雄ラット 
■結石モデル動物: 10%エチレングリコール 
1.2ml/日および Alfacalcidol 0.5μg/隔日 
胃管投与。動物は 14 日目に殺処置した。 
■群分け(各群 N=6)  
①Water(WT)群 ②Green Tea(GT)群 ③Rooibos 
Tea (RT)群 ④Water + ethylene glycol + Vitamin 
D3(WT+EG)群 ⑤Green Tea + ethylene glycol + 
Vitamin D3(GT+EG)群 ⑥Rooibos Tea + ethylene 
glycol + Vitamin D3(RT+EG)群 
■観察項目 
・結晶数の観察：10ml の尿を 1500rpm x 5 分
で遠心し、x400 で観察した。結晶数は、4視
野で観察して平均値を算出した。 
・腎結晶形成：腎結晶沈着は、腎断面積中の
結晶部分の面積率(%)で算出した。 
・尿生化学：蓄尿ケージを用い、24 時間尿生
化学を測定した。Risk index については、
EQUIL2 ソフトウェアを用いた。 

【結果】 
(1)尿中結晶の観察：Ethylene glycol + 
Vitamin D3 投与によって、day7,14 において非
投与群と比較して尿中結晶は有意に増加した。
GT,RTの投与によって、尿中結晶数は有意では
ないが減少する傾向を認めた(図 2)。 

(2)腎結晶数の観察：腎断面積中における結晶
形成率(%)を算出した結果を以下に示す。Day7
から結晶形成は始まり、day14 では有意ではな
いが結晶数が増加した。しかし、群間に有意
差を認めなかった。 

図 2.尿中結晶数 

(3)尿生化学：24時間生化学で、EG非投与群間
の緑茶とルイボス茶の投与は尿中クエン酸排
泄の有意な増加、ならびに尿中P排泄の有意な
増加を示した。一方で、両群は尿中シュウ酸排
泄の有意な増加を認め、結果として RT 群では
Risk Index (CaOx)の有意な増加を認めた。EG
の投与により WT+EG 群のみ尿量、シュウ酸、
Ca、Mg の有意な増加とリンの有意な低下を認
めた。GT+EG群は WT+EG群と比較して有意差を
示すデータはなく、RT+EG 群では Mg の排泄が
有意に低かった。 

【考察】 
 本研究は、当初の計画 TRPV1 作動薬
Capsaicin による計画続行に重大な支障が生
じたため、同様に TRPV1 作用の報告されてい
る緑茶・ルイボス茶に着目し、動物種も死亡
率の低いラットに変更して研究を実施した。
尿中結晶数は、エチレングリコールによって
増加し、緑茶・ルイボス茶の投与は、この数
を減少させる傾向を認めた。腎結晶数もエチ
レングリコールによって増加したが、緑茶・
ルイボス茶は結晶数に影響を与えなかった。
さらに尿生化学においても、結石形成関連因
子に対し、特にエチレングリコール投与群で
は有意な影響を与えなかった。現在 TRPV1 関
連の遺伝子発現を観察しているが、今回選択
した代替え薬としての緑茶・ルイボス茶に関
しては、一般的な結石動物モデルにおける結
石形成を有意に阻害することはできなかった。
しかし、シュウ酸ストレスをかける前のクエ
ン酸排泄増加や、今後関連遺伝子を観察する
ことによって、その効果を引き続き観察する
必要があると思われた。 

(2)TRPV1 作動薬投与による関連遺伝子の発現変
化と腎尿細管細胞の微細構造変化の観察 
 上記(1)の当初の計画の不具合により、動物
モデルに対する緑茶・ルイボス茶の投与研究
を行った。その結果、図 2 に示すように、腎
結晶数の有意な変化を認めなかった。このた
め、現在遺伝子発現変化を定量 PCR 法にて観
察中であるが、当初の計画にあった透過型電
子顕微鏡によるミトコンドリア構造の変化に
ついての観察は、本研究では実施せず、(3)研



究で実施することとなった。 

(3)CGRP ノックアウトマウスを用いた TRPV1 作
動薬, IGF-1 投与による結石形成の確認 
 CGRP ノックアウトマウスを導入し、繁殖を
行った。しかし、その系統維持に困難な事象
が発生したため、同様に酸化ストレスによる
ミ ト コ ン ド リ ア 傷 害 の 要 因 と な る
mPTP(mitochondrial permeability transi- 
tional pore) の構成要素である cyclo-  
philin D (CpD)に着目した。 
 これまでの私たちの研究で、ラットによる
解 析 で は 、 CpD の 抑 制 作 用 を 持 つ
cyclosporine A, NIM-811 を用いて結石が抑
制できることを証明した。このため、CpD ノ
ックアウトマウスを導入したところ、繁殖／
系統維持することに成功したため、このマウ
スにおける腎結石形成研究を行うことによ
り、ミトコンドリア保護による結石形成の防
御の可能性を追求することとした。 

【方法】 
 本研究で用いた CpD 欠損マウスは 14 番染
色体に存在する、CpD 責任遺伝子 Ppif gene
の Exon 3 coding sequence 領域をネオマイ
シン耐性遺伝子で組み換えて作成された。本
マウスは発生・発育・形態には異常を認めな
いと報告されている。 
■動物：８週齢・雄の野生型マウス（WT）と
Cyclophilin D 欠損マウス（KO） 
■投与：WT, KO にグリオキシル酸(GOx)投与群
と非投与群を設定(n=6)。結石モデルマウスの
手法に準じ GOx 80mg/kg を６日間連続で腹腔
内投与し、day6で殺処置し腎摘出した。 
■観察項目 
・結石形成；Pizzolato 染色と偏光顕微鏡 
・結石関連タンパク発現；免疫染色 
 オステオポンチン、SOD、MDA 
・アポトーシス関連蛋白；免疫染色 cytochrome c 
・ミトコンドリアの超微細構造；透過型電子
顕微鏡 

【結果】 
・結石形成；WT では皮髄境界部を中心に多数
の結石形成を認めたが、KOではわずかに結石 

図 3. 腎結石形成 
形成を認めるのみであった(図 3)。 

 結石形成量は顕微鏡下における腎断面像の
結石占有面積の割合(%)を画像処理ソフトを
用いて算出した。KO は WT に比べ、統計学的に
有意に結石形成量が少ないことが示された
(図 4)。 

図 4.結石形成量の比較 

 

 

 

 

 
・結石関連遺伝子発現；OPN は、WT で発現が
増加したが、KO では増加しなかった。MDAは、
WT で産生増加し、KO では増加を認めなかった。
SOD は WT で発現低下したが、KO では SOD の発
現低下を認めなかった。cytochrome c は WT
で発現が増加し、KO では認めなかった。 
・透過型電子顕微鏡；WT 群では GOx 投与によ
りミトコンドリアは膨化し、一部で崩壊像を
認めた。KO 群ではミトコンドリアの膨化はご
くわずかで、形態はほぼ保たれていた(図 5)。 
図 5. ミトコンドリアの微細構造変化(透過型電子
顕 微 鏡 ) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【考察】 
 本研究の結果では、結石形成は Cyclophilin 
D 欠損群では、wild type 群に比べて有意に少
なかった。OPN 発現・酸化ストレスの発生・ア
ポトーシスの誘導も Cyclophilin D 欠損群は
wild type 群に比べて抑制されていた。さらに
ミトコンドリアの形態は wild type 群におい
て膨化し崩壊している像を認めたが、
Cyclophilin D 欠損群ではミトコンドリアの
膨化はわずかで、形態は保たれていた。 
 以上より、ミトコンドリア傷害は、シュウ
酸刺激により腎尿細管細胞の Cyclophilin D
が活性化し、mPTP が開口することにより発症
する機序が明らかとなった。さらにミトコン
ドリア傷害はアポトーシスを誘導し、腎尿細
管細胞傷害を引き起こし結石形成を誘導する。
Cyclophilin D の活性化が阻害されることに
より、mPTP 開口以下のプロセスが抑制され、
結石形成が抑制されたものと考えられた。す
なわち、Cyclophilin D の活性化阻害剤が結石
形成の予防薬となる可能性が示された。 
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