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研究成果の概要（和文）：　本研究ではcyclophilin D欠損マウスを用いて、尿路結石の形成初期におけるcyclophilin
 Dの作用を分子レベルで解明し、cyclophilin Dを不活化させることによる尿路結石の予防薬の開発を目的とした。
　腎尿細管細胞にシュウ酸刺激などの酸化ストレスが加わると、cyclophilin Dが活性しミトコンドリアが崩壊する。
このことが酸化ストレスの発生、尿路結石形成を促進させることを解明した。更にcyclophilin Dを不活化させること
による尿路結石形成の抑制を証明できたので、今後、予防薬の開発へとつながる研究であったと考える。

研究成果の概要（英文）： In this study by using the cyclophilin D deficient mice, we elucidate the effect 
of cyclophilin D to the formation of urinary tract stones in initial step at the molecular level, and 
aimed at the development of a prophylactic agent of urinary tract stones by inactivation of cyclophilin 
D.
 When the oxidative stress such as oxalic acid stimulation applies to renal tubular cells, cyclophilin D 
is active and mitochondria collapse. This promotes oxidative stress and formation of urinary tract stone, 
we elucidat. So we prove inactivation of cyclophilin D suppress urinary stone formation. We think that it 
is a study that leads to the development of preventive medicine of the urinary stone.

研究分野：尿路結石
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１． 研究開始当初の背景 
(1) 尿路結石の生涯発症率は食文化の欧米
化に伴い上昇し、わが国では男性 100 人中 15
人にも達している。よってその成因の究明と
再発予防法の確立は急務である。遺伝子レベ
ルで尿路結石の病態解明が進んでいるが、い
まだ再発予防法は確立されていない。 
 
(2) 私たちは、結石形成時に腎尿細管細胞傷
害および酸化ストレスの存在を証明した。さ
らに、結石形成時には、透過型電子顕微鏡に
よりミトコンドリアの二重膜構造が崩壊し、
形態が変化することを確認した（ミトコンド
リアの崩壊）。近年、尿路結石形成時には、
細胞内のミトコンドリア傷害により活性酸
素が発生することが明らかになった。 
 
(3) ミトコンドリアの傷害が発生するメカ
ニズムで重要な役割を担っているのが
mitochondrial permeability transition
（MPT）である。MPT とはミトコンドリアに
Ca2+や酸化ストレスが加わると、内膜の 
透過性が亢進し、ミトコンドリアが膨潤し機
能破綻を来す現象であり、MPT が発生した細
胞は細胞死へと至る。cyclophilin D はミト
コンドリアマトリック蛋白であり、MPT を制
御している。Cyclophilin D を阻止すること
で、MPT、ミトコンドリアの崩壊、さらには
酸化ストレスを抑制し、腎尿細管細胞傷害を
軽減させて尿路結石を予防できると考え、本
研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、結石形成初期における腎尿細
管細胞での病態、特に MPT と cyclophilin D
が関与している病態を分子レベルで解明し、
予防法の開発に応用することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
8 週齢雄の cyclophilin D 欠損マウス群
(n=10)と野生型マウス群(n=10)にシュウ酸
の前駆物質であるグリオキシル酸（80mg/kg）
を 6日間連続で腹腔内投与を行い、結石形成
モデルとした。それぞれの群の尿と血液を採
取し、さらに腎を摘出する。摘出した腎組織
（腎尿細管細胞）において結石形成量やミト
コンドリアの形態、各種酸化ストレスマーカ
ー、結石マトリックスの発現を評価し、その
発現の程度を画像解析ソフトを用いて定量
化する。また尿・血液検体から尿中シュウ
酸・クエン酸、血液生化学検査を行い、その
評価を 2群間で比較検討する。 
 
４．研究成果 
(1) グリオキシル酸を投与することにより
野生型マウス群では腎の皮髄境界部を中心
に著名な結石を認めた。しかしcyclophilin D
欠損マウス群では結石形成が抑制された。画
像解析ソフトを用いて結石形成量を定量化
し統計学的検討を行ったところ、両群間には

有意差を認めた（下図）。 

 
(2) 酸 化ストレスのマーカーである
MDA(malondialdehyde) と SOD (superoxide 
dismutase)に関して検討を行った。検討方法
は腎組織の免疫染色法ならびに画像ソフト
を用いた定量化と統計学的検討である。グリ
オキシル酸を投与することにより野生型マ
ウス群では腎組織に酸化ストレスの発生を
高度に認めたが、cyclophilin D 欠損型マウ
ス群ではその発生は有意に抑制されていた。 
 結 石 マ ト リ ッ ク ス で あ る OPN 
(osteopontin)に関しても同様の手法を用い
て検討を行った。野生型マウス群では腎組織
にOPNの発現を高度に認めたが、cyclophilin 
D 欠損型マウス群ではその発現は有意に抑制
されていた。 
 
(3) TEM (透過型電子顕微鏡 ; transmission 
electron microscope)を用いてミトコンドリ
アの観察を行った。グリオキシル酸投与によ
り野生型マウス群のミトコンドリアの形態
は二重膜構造が崩壊し、ミトコンドリア自体
の膨潤を認めた。しかし cyclophilin D 欠損
型マウス群ではそれらの形態的変化は皆無
ではないが乏しかった（下図）。 

 
(4) 炎症のマーカーである MCP-1、TNFα、
IL-6 に関しても検討を行った。検討は腎組織
の細胞を用いて各種マーカーの PCR を行い、
蛋白発現量を定量的に検討した。グリオキシ
ル酸を投与する前では野生型マウス群にも
cyclophilin D 欠損型マウス群にも炎症の発



現はほとんど認めなかった。グリオキシル酸
を投与することにより両群とも腎組織内に
炎症の発現を認めた。両群間には統計学的な
有意差は認めなかった。 
 
(5) 以上の結果より下図に示したような尿
路結石形成のメカニズムが示唆された。 

 
 腎尿細管細胞にシュウ酸刺激などが加わ
ることにより細胞内に活性酸素の生成によ
る酸化ストレスが生じる（シュウ酸由来の酸
化ストレス）。酸化ストレスは cyclophilin D
を活性化させるトリガーとされている[1]。
活性化した cyclophilin D は cyclophilin D
依存的な MPT を引き起こし、ミトコンドリア
は内部の二重膜が崩壊、膨潤し機能が破綻す
る[2]。 
 破綻したミトコンドリアからも活性酸
素・酸化ストレスが発生する（ミトコンドリ
ア由来の酸化ストレス）。野生型群と
cyclophilin D 欠損群ではシュウ酸由来の酸
化ストレスの発生には差はないが、ミトコン
ドリア傷害に差があるため、ミトコンドリア
由来の酸化ストレス発生は大きく異なって
くる。本実験で cyclophilin D が欠損するこ
とにより（cyclophilin D 依存的な MPT を抑
制することにより）有意に酸化ストレスの発
生が抑制されることから、尿路結石形成に関
してはシュウ酸由来の酸化ストレスよりも
ミトコンドリア由来の酸化ストレスの方が
程度が高度でかつ重要な役割を担っている
ことが示唆された。 
 ミトコンドリア由来の酸化ストレスも同
様に cyclophilin D 活性化のトリガーとなる
ため、他の細胞の cyclophilin D 依存的な MPT
を引き起こす。このようなサイクルでもって、
腎組織内のミトコンドリア傷害が増幅され、
腎尿細管細胞傷害へと至る。腎尿細管細胞が
傷害されることにより尿路結石形成が成さ
れる。 
 炎症の関しては cyclophilin D 依存的な
MPT に依存していない。このことはシュウ酸
刺激によって腎細胞内に炎症が生じたので
あり、cyclophilin D 依存的な MPT によって
炎症が生じるのではないことを示唆してい
る。また cyclophilin D 欠損マウス群であっ
ても結石形成が全くされない訳ではなく、少

量の結石が形成されることは、cyclophilin D
依存的なMPTによらない結石形成メカニズム
の存在を示唆しており、炎症がその経路であ
ると考えられた。 
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