
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２３９０３

挑戦的萌芽研究

2015～2013

「腎結石の自然消失」という新しい概念の樹立と溶解療法の開発への応用

Establishment of the new concept, 'spontaneous elimination of kidney stones' and 
application to development of the dissolution therapy

７０４４４９６６研究者番号：

岡田　淳志（OKADA, ATSUSHI）

名古屋市立大学・医学（系）研究科（研究院）・講師

研究期間：

２５６７０６８５

平成 年 月 日現在２８   ５ ２７

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：「腎結石が自然消失する」というこれまでの結石学にない新しい現象を、世界に先駆けて私
たちは発見した。さらに、この現象には抗炎症性マクロファージ(M2型Mφ)の貪食作用が係わることを証明した。これ
らの結果を踏まえ、本研究は腎結石の溶解療法の開発に向け、M2型Mφ欠損マウスとヒト腎乳頭組織を用いたゲノムワ
イド発現解析を行った。
　M2型Mφ欠損マウスでは、野生型マウスと比較し結石形成が有意に多く、結石形成期において免疫・炎症に関連する
遺伝子発現の低下が認められた。またヒト腎乳頭組織においても、結石形成部位であるRandall's plaque周囲組織にお
いてM2型Mφ関連遺伝子群の発現低下を認めた。

研究成果の概要（英文）： We discovered the new phenomenon, "spontaneous elimination of kidney stones " 
ahead of the world. Furthermore, We proved that the crystal phagocytosis by the anti-inflammatory 
macrophages (M2-typed Mφs) affected this phenomenon. Based on these results, this study analyzed 
M2-typed Mφs deficient mice and the genome-wide expression using the human renal papilla tissue for 
development of the dissolution therapy of the kidney stones.
 There was significantly increased number of stones in the M2-typed Mφ deficient mice, and decreased 
expression of genes related with immunity, inflammation was recognized in comparison with the wild-type 
mice in the stone formative period. In addition, We recognized decreased expression of the M2-typed 
Mφ-related gene clusters in the Randall's plaques which is the original part of kidney stones at the 
human renal papilla tissues.

研究分野：尿路結石

キーワード： 尿路結石　マクロファージ　op/op　Randall's plaque　M2マクロファージ
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１．研究開始当初の背景 

(1) 研究の学術的背景 
 わが国の腎結石症の発症率は、この 40 年
間で約 3 倍にも増加し、5 年再発率も 40〜
50%と難治性である。しかし予防治療薬とし
て新たに認可された薬剤は皆無であり、現在
でも飲水と食事療法が主流である。私たちは、
腎結石を「遺伝関連疾患」と捉え、腎結石成
分の数%を占める有機物質(結石マトリック
ス)の遺伝因子について、結石形成機序の解明
に取り組んで来た。 
 私たちは、腎結石形成モデルマウスの確立
に世界で初めて成功し、「一度できた腎結石
が自然消失する」というこれまでの結石学に
ない新しい現象を発見した。私たちはマイク
ロアレイ解析を行い、腎結石の消失には腎尿
細管細胞からのMφ走化因子産生、結石形成
領域へのMφ遊走、Mφによる結石貪食とい
う機序を推察した。その成果を踏まえ、Mφ
欠損マウス(op/op)による研究を行い、特に抗
炎症性 Mφ(M2型 Mφ)に腎結石防御能が存
在する可能性を示した。 

(2) 本研究の斬新性、チャレンジ性 
 「一度形成された腎結石は、自排石するか
外科的に除去するしかない。」というのが結
石学の常識であった。このため腎結石の治療
は手術が中心であり、年々最新機器が開発・
導入され続けている。しかし腎結石の再発率
は 40〜50%と非常に高く、繰り返す結石発作
や手術治療は、患者の腎機能障害を進行させ
るだけでなく、医療費をも圧迫する要因とな
っている。 

    
 「腎結石の自然消失」は、これまでの結石
学の常識を覆す概念で、この機序には、①結
晶の付着 ②結晶の間質移行 ③Mφ走化因子
の発現④単球の走化 ⑤Mφの結晶貪食が関
与することを私たちは見いだした(図１)。こ
の機序を応用した腎結石の溶解療法の開発
を私たちは目指している。腎結石溶解療法は、
これまで生活習慣指導と手術療法によって
のみ管理されていた腎結石を積極的に溶解
できるようになる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は腎結石の溶解療法の開発に向け、

以下の 3つの研究を行う。 
(1) M2 型 Mφ機能不全マウス(op/op)におけ
るゲノムワイド解析 
(2) ヒト血液抽出 Mφを用いた結晶貪食 in 
vitroモデルの確立と貪食制御試験 
(3) 動物を用いた腎結石防御 in vivo モデル
の確立と制御因子の機能解析 
 
３．研究の方法 
(1) M2 型 Mφ機能不全マウス(op/op)における
ゲノムワイド解析 
 Colony stimulating factor-1 (Csf1)遺伝
子の変異を有する op/op は、macrophage- 
colony stimulating factor 1 (M-CSF)の産
生が欠損するため、抗炎症性 Mφ (M2 型 Mφ)
の分化誘導が阻害されている。 
 これまでの研究成果として、op/op マウス
に対し、腎結石モデルマウスの手法に準じて
グリオキシル酸(GOx) 80mg/kg を投与した結
果、投与開始 6 日後に野生型(wild-type)と
比較して腎結石形成量が増加した。さらに
M-CSF を op/op に追加投与した群では、腎結
石形成量は有意に減少した(図 2)。 
 

 
 
・本実験 
 8 週齢雄の op/op および野生型に対し、GOx 
80mg/kg を 15 日間連日腹腔内投与を行う。投
与 0,3,6,9,12,15 日後に腎検体・血液の採取
と 24 時間蓄尿を行う。血液・尿について結
石関連生化学因子(Ca, P, Mg, 尿酸, シュウ
酸, クエン酸)を調べる。腎結石形成は、シ
ュウ酸カルシウム染色(Pizzolato 染色)と偏
光顕微鏡で同定し、画像解析ソフト(Image 
Pro Plus®)で定量化する。腎 Mφは、免疫染
色(F4/80 染色)により同定する。total RNA
を抽出、cDNA に変換後、GeneChip IVT 
Labeling Kit を用いてビオチン標識 cRNA を
作成する。これを GeneChip® Mouse Genome 430 
2.0 Array 上にハイブリダイズさせ、洗浄・
発色後スキャンする。検出された発色光より
発現定量データを取得し、 GeneSpring® 
software にてデータマイニングを行う。具体
的には、炎症・免疫に関わる Gene Pathway
解析、ならびに Gene Ontology 解析により、
M2型 Mφが結石形成に与える遺伝学的変化を
ゲノムワイドに同定する。同定された遺伝子
発現変化については、摘出腎組織の免疫染色、

図 1 これまでの研究によりマクロファージによる腎結石防

図2. M2型Mφ欠損マウス(op/op)の腎結石形成 



ならびに Western Blotting、および定量 PCR
によって発現変化を確認する。 

(2) ヒト血液抽出 Mφを用いた結晶貪食 in 
vitro モデルの確立と貪食制御試験 
 腎結石患者及び健常者の採血を施行する。
末梢血からマイクロビーズ用分離装置
(VarioMACSTM Separation Unit)を用いて M
φを分離培養する。また培養 Mφにシュウ酸
カルシウム 1 水和物(COM)結晶を添加し、結
晶貪食率を測定する。腎結石患者と健常者そ
れぞれ 30 人のサンプルを用いて、腎結石の
既往(初発・再発)と分離 Mφの結晶貪食能と
の相違を比較する。 
 ヒト血液からの分離 Mφに対し、ヒト組換
え型 M-CSF(hrM-CSF)および研究(1)にて同定
された Mφ関連因子で入手可能な物質を投与
し、COM 結晶貪食率の変化を観察する。研究
に用いた Mφからは RNA、蛋白を抽出し、定
量 PCR, Western blotting にて関連遺伝子発
現の変化を確認する。最終的に、結石貪食率
に有意な増加を認めた因子についてのみ、次
段階の研究(3)に採用する。 

(3) 動物を用いた腎結石防御 in vivo モデル
の確立と制御因子の機能解析 
 ラットに対しシュウ酸前駆物質であるエ
チレングリコール(EG)を投与すると、腎シュ
ウ酸カルシウム結石が形成される。この手法
を応用して、サルにおいても腎結石形成モデ
ルを確立する。特にサルにおいて、腎結石形
成量の定量は、動物用 CT 装置をレンタルし
て用いることによって、同一個体による経時
的な観察を実施できるとともに、動物に対す
る苦痛を和らげ、実験に用いる個体数を減ず
ることができる。EG 投与後、麻酔下に腎を採
取し、Pizzolato 染色・偏光顕微鏡観察によ
り結石形成を確認する。Mφ関連因子の発現
に関しては、研究(1)と同様に、摘出腎組織
の免疫染色、ならびに Western Blotting、お
よび定量 PCR によって確認する。さらに透過
型電子顕微鏡を用いて、腎 Mφが腎結石を貪
食する像を捉える。 
 EG 投与と併行して、研究(1)(2)を通じて選
出した Mφ制御因子を動物モデルに投与する。
腎結石の定量は原則 CT によって行うが、採
取した腎組織においても、偏光顕微鏡によっ
て捉えた結晶を画像解析ソフトで(Image Pro 
Plus®)で定量化する。さらに投与薬剤による
副作用を確認するため、血液を採取して肝・
腎機能傷害を含めた確認を行う。 
 
４．研究成果 
 研究(1)を行った成果に基づき、より現実
的なヒトの臨床応用を目指した研究を行う
ため、研究(2)以降を、おもにヒト検体・組
織を用いて行うものに移行させた。 
(1) M2 型 Mφ機能不全マウス(op/op)における
ゲノムワイド解析 
 +/+および op/op マウスにグリオキシル酸
80mg/kg を連日腹腔内投与し、day0,3,6,9,12

に て 腎 組 織 を 採 取 し て RNeasy mini 
kit(Qiagen®)を用いて RNA を精製し、3’IVT 
Express kit(Affymetrix®)にて aRNA を合成
後 、 Mouse Genome 430 2.0 Array へ の
hybridization を行った。Data は GeneSpring 
GX11.0(Affymetrix®)を用いて解析した。 
 その結果、グリオキシル酸投与前の op/op
マウスの腎組織は +/+ と比べて、 Gene 
Ontology 解析において、抗原結合, 免疫複合
体, 液性免疫反応, 貪食, 免疫炎症反応の
down-regulation を認めた。 
 特に結石形成期である day3-6 にかけて、
op/op マウスでは血管内皮細胞の調整や炎
症 ・ 細 胞 周 期 に 係 わ る 遺 伝 子 群 の
up-regulation を認め、ケモカイン産生や顆
粒球の活性化の促進や adenosine receptor
の 活 性 化 に 係 わ る 遺 伝 子 群 の
down-regulation を認めた。 
 一方、結石消失期である day9-12 にかけて
は、op/op マウスでは B 細胞やリンパ球を
介した免疫機構に係わる遺伝子群の
up-regulation を認め、また細胞増殖や細胞
周期に係わる遺伝子群の down-regulation
を認めた。 
 これらの結果から、op/op マウスの腎では、
免疫機構の破綻によって炎症・細胞障害が促
進され、結石形成の増加と消失の低下を生じ
た可能性が示唆された。 
 さらにこのデータに基づき マウス骨髄
を採取し、マイクロビーズ用分離装置
(VarioMACSTM Separation Unit)を用いて Mφ
を分離培養した。これに対し、LPS・GM-CSF
を投与し M1-Mφを誘導させ、IL-4・M-CSF を
投与し M2-Mφを誘導させた。各細胞に対し、
シュウ酸カルシウム一水和物(COM)結晶を暴
露させたところ、M2-Mφが有意に多くの COM
結晶を貪食した。以上の成果は論文化し、
Journal of American Society of Nephrology
誌に掲載された。 
 
(2) M1/M2 マクロファージに着目したヒト
Randall プラーク解析 
 先の研究成果に基づき、ヒト血液抽出 Mφ
を用いた結晶貪食 in vitro モデルの確立と
貪食制御試験を行う予定であったが、この近
年欧米における腎乳頭粘膜下石灰化
(Randall’s plaque)が結石形成起点である
との学説が主流となりつつあった。本研究の
主目的は、ヒトに応用出来るマクロファージ
を応用した溶解療法の開発であるため、この
学説に対応した「ヒトを対象とした臨床研
究」がまずは重要であると判断した。 
 名古屋市立大学病院臨床試験倫理委員会
での承認をえた後、「尿路結石分子標的治療
を目指したゲノムワイド解析による
Randall’s Plaque の発症制御遺伝子の同定」
を行った。 
 当院を含む他施設共同研究の承認をうけ
た病院を受診した患者のうち、他疾患にて尿
管鏡視または腎摘除を施行した患者7名の正



常腎乳頭を対照とした。また上部尿路結石に
対し経尿道的腎尿管砕石術を施行したシュ
ウ酸 Ca 結石患者において、同一患者のプラ
ークのない正常腎乳頭と Randall’s Plaque
部位の腎乳頭組織を比較した。組織採取は内
視鏡下に生検鉗子で行った。 

【結果 1】プラークおよび周囲組織の形態 
 プラークは、リン酸 Ca の染色である von 
kossa にて濃染され、周囲上皮細胞などの剥
離や層構造の崩壊を伴っていた(図 3)。 

図 3 プラークおよび周囲組織の形態観察 

透過型電子顕微鏡では、プラークを周囲細胞
の細胞質内にコラーゲン様物質の集積を認
めた。X 線解析による元素分析でもプラーク
は Ca と、Pで構成されていた。 
  
【結果 2】プラーク周囲における OPN・Mφ関
連遺伝子の発現 
 免疫電子顕微鏡で、プラーク上にびまん性
に、OPN 集積を認め、定量 PCR でも Plaque 部
位では、control・normal と比べ有意に OPN
発現が高値であった(図 4)。 
図 4プラークおよび周囲組織での OPN 発現 
 また、プラーク部位では抗炎症 Mφマーカ
ーCCR2 発現が低値で、炎症性ケモカイン・サ

イトカインCCL2・IL6の発現が高値であった。 
 
【結果 3】Microarray によるプラーク周囲組
織の網羅的遺伝子発現解析 
  クラスタリング解析によって、Control と、
シュウ酸 Ca 結石患者の腎乳頭組織の遺伝子
発現は、正常部・プラーク部にかかわらず発
現パターンは有意に分離された。特に
control に比べ、結石患者の正常・プラーク
部位で発現増加・低下する遺伝子は共通して
いた。 

 さらに Gene Ontology 解析では、control
に比べて、イオンチャネル、チャネル・シグ
ナル活性、細胞間シグナル経路に関連する遺
伝子群が発現増加し、コラーゲン、蛋白・Ca
イオン結合、細胞接着・創傷治癒に関連する
遺伝子群が発現低下した。 
 一方、シュウ酸 Ca 結石患者のプラーク部
と正常部の比較では、NGAL、インターロイキ
ン、OPN、好中球、Mφの関連遺伝子がプラー
ク部位で 2倍以上発現増加し、GO 解析で細胞
マトリックス・リモデリング・免疫反応が抽
出された。また、Na・K・水チャネルに関連
する遺伝子が 0.5 倍以下に発現低下し、GO 解
析でプラーク周囲では、チャネル活性、Na・
Kイオン・水輸送、腎形成能が抽出された。 
 さらに遺伝子ネットワーク解析で、インタ
ーロイキンや好中球・Mφを中心としたシグ
ナル伝達・炎症性サイトカインの活性化と、
Na・Kチャネルなどの抑制系が関連していた。 
 これらの結果を定量 PCR で確認した結果、
プラーク周囲では LCN2,IL11,SLP1,MMD の発
現が高値で、SLA12A1,NALCN の発現が低値で
あった。同様に免疫染色では、プラーク部位
では、上皮細胞・周囲間質において、LCN2・
IL11 の発現が強く、SLC12A1・NALCN の発現
が弱くなっていた。 
 以上の結果1〜3の結果を踏まえ、Randall’
s Plaque の発生機序を以下に考察する。まず
正常腎盂乳頭部に、Na+、K+、水チャネルの異
常、尿細管上皮細胞の障害、好中球・Mφの
活性化・遊走が起こる。次いで、尿細管上皮
細胞が apoptosis し、コラーゲン・OPN が集
積して Randall’s Plaque が形成され、結石
が形成されると考えられる。この成果は論文
化し、 Journal of American Society of 
Nephrology 誌に近日 Accept された。 
 本研究の成果は、動物モデルを元に推論し
た結石形成メカニズムと強く相関するもの
であり、これらのデータは将来の治療創薬・
診断法への応用が期待される。 
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