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研究成果の概要（和文）：今回我々は、尿路結石形成過程における重合OPNの働きと、オートファジーについて
調べた。結石形成過程においてOPNの重合体は検出できず、単量体で存在することがわかった。オートファジー
は、尿路結石形成試みるため、オートファジーを上流で抑制するmTORに着目した。結石形成とともにmTOR活性が
上昇したことから、mTORの上昇がオートファジーの原因と考えられた。そこで、mTOR阻害薬であるラパマイシン
を用いて結石形成抑制効果を検討したところ、投与したマウスでは有意に結石形成が抑制された。以上からmTOR
阻害薬は、オートファジーを介した新規結石予防薬になる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We found that autophagic activity was significantly decreased in mouse RTCs 
exposed to calcium oxalate (CaOx) monohydrate crystals and in the kidneys of GFPLC3B transgenic mice
 with CaOx nephrocalcinosis induced by glyoxylate. An impairment of autophagy was also observed in 
the mucosa with plaques of CaOx kidney stone formers. We determined that the decrease in autophagy 
was caused by an upregulation of MTOR, which consequently resulted in the suppression of the 
upstream autophagy regulator TFEB. Furthermore, we showed that an MTOR inhibitor could recover a 
decrease in autophagy and alleviate crystal-cell interactions and the formation of crystals 
associated with increased inflammatory responses. Taken together, we conclude that autophagy 
compromised by MTOR deregulation is a fundamental feature in the pathology of kidney stone 
formation, and propose that chemical inhibition of MTOR could be a prospective strategy for disease 
suppression.

研究分野： 泌尿器科学分野
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研究成果の学術的意義や社会的意義
尿路結石は、全世界で有病率10%に達し、形成機序の解明と再発予防法の確立は急務である。今回、傷害を受け
た細胞が自己を防御するために誘導するオートファジーに着目したところろ、尿路結石形成過程においてオート
ファジーが有意に低下することを見出した。さらに、オートファジー亢進による結石抑制効果を見出した。今回
のオートファジーを介した新規尿路結石の治療は、無機物質の管理や、物理的な排石促進剤などの従来の結石治
療とは全く違った着想である。生体内における恒常的な機能の活性化であり、自己修復能の亢進による結石治療
という観点は世界初の試みであり、創造的である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

尿路結石の生涯罹患率は食文化の欧米化に伴い上昇し、我が国では男性では 100人中 15人、
欧米では 20 人にも達する国もみられる。またその 5 年再発率は 40〜50%と難治性であり、形
成機序の解明と再発予防法の確立は急務といえる。これまでの尿路結石の予防法は飲水と食事
療法を中心とした、尿中の無機物質の制御が中心であったが、尿路結石は依然として増加の一
途を辿っている。尿路結石は 90%の無機物質と数%の有機物質(マトリックス)から構成されて
いる。私たちは、マトリックスに着目し、尿路結石の形成に強く関与することを明らかにして
きた。その中でも、マトリックスの主成分であるオステオポンチン(OPN)が結石形成機序にお
いて促進因子として機能することを世界に先駆けて証明した。さらに、OPN は重合すること
により生物学的活性を高めると報告されている。また腎尿細管細胞傷害は、結石形成のトリガ
ーとなることがわかっている。傷害を受けた細胞は自己を防御するためオートファジーを誘導
するが、結石形成過程におけるオートファジーの働きについてはこれまで検討されていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では OPN の重合と、オートファジーによる細胞傷害に着目し、以下の 3 つの観点か
ら尿路結石の形成機序の解明と予防法への応用を試みる。 

[1] 尿細管培養細胞を用いた重合 OPN 発現とオートファジー誘導の機能解析 

[2] 結石形成モデルマウスにおける重合 OPN 発現、オートファジー誘導の機能分析 

[3] オートファジーに着目した尿路結石予防のための分子標的治療の開発 

 

３．研究の方法 

[1] マウス尿細管上皮細胞（M-1 細胞）に結晶に暴露させ、尿細管上皮細胞における重合 OPN、
オートファジーの発現を検討する。 
【対象と方法】 
M-1 培養系を準備する。シュウ酸カルシウム一水和物結晶（20ng/cm2）を添加し 0,6,12,24 時
間後に細胞と上清を回収する 
【評価項目】 
OPN とオートファジー関連蛋白、その他結石関連遺伝子を定量、比較する。また結晶添加量・
添加時間と、重合 OPN・オートファジーの発現の関連を調べる。オートファジーを動的に評価
するため、GFP-RFP-LC3 (tfLC3) を細胞にトランスフェクションし LC3の動態を評価する。さ
らに、結晶によるオルガネラ傷害を蛍光免疫染色等で評価。 
 
[2] 結石形成モデルマウスにおいて、重合 OPN、オートファジーの発現を調べ、それらが尿路結
石の形成に及ぼす影響を解析する。 
【対象と方法】 
私たちは、マウス（C56BL6）に対してシュウ酸前駆物質であるグリオキシル酸(GOX)を腹腔内投
与することで、腎尿細管皮髄境界部を中心に結石形成が促進することを発見した。 
今回、C56BL6/J マウスに対して、GOX80mg/kg 投与し、血清、24 時間尿、腎組織を採取し、結
石形成量と重合 OPNの発現、オートファジーの発現を調べ、結石形成との関連を調べる。次に、
オートファゴソーム可視化マウス（LC3 transgenic mice）を用いて LC３の発現、p62の発現を
評価する。 
【評価項目】 
腎組織中の結石形成量を偏光顕微鏡と、シュウ酸カルシウム(CaOx)染色である Pizzolato 染色
にて評価し、画像解析ソフトにて定量化を行う。OPN とオートファジー関連蛋白を定量、比較
する。血清、24 時間尿で結石関連因子を評価する。オートファジーは透過型電子顕微鏡を用い
形態の観察を行う。オートファジー活性の漸減の原因を調べるため、オートファジーを上流で
制御する mTOR活性と転写因子である TFEBの発現で検討した 
 
[3] オートファジーの誘導において、活性化された mTOR は、オートファジーを抑制すると考え
られる。 
【対象・方法】 
上記 In vitro, In vivo 実験の実験系で、mTOR阻害薬を投与した群を追加し、細胞への結晶の
付着、結石形成の差を評価する。 
【評価項目】 
結晶の細胞への付着、腎組織中の結石形成量を評価し、画像解析ソフトにて定量化を行う。血
清、24 時間尿に対し、結石関連因子を比較する。オートファジーを関連タンパクの定量、透過
型電子顕微鏡を用い形態の観察を行う。 
 
４．研究成果 
[1]まずシュウ酸 Ca 結晶を尿細管細胞に添加して重合 OPNと、オートファジーの発現を検討し
た。重合 OPN を調べるため細胞を回収し Western blot を行ったが期待された 80kD 以上のバン
ドは出ず、モノマーOPN のみのバンドのみしか確認できなかった。次にオートファジーを調べ
るため LC3-B、p62 の Western blot、蛍光免疫染色の行ったところ、シュウ酸 Caの添加でオー



トファジーは早期で亢進するが、6時間以上暴露させると低下した。tfLC3を細胞にトランスフ
ェクションさせたところ、上記の結果と同様にシュウ酸 Ca の添加でオートファジーは早期で一
時的に亢進するが、6 時間以上暴露させると有意にオートファジーが低下した。ミトコンドリ
ア傷害を TOMM20の免疫染色、さらに Mitotracker で検討したところ、結晶暴露によりミトコン
ドリア傷害が強くなり、ミトコンドリア由来の ROSが上昇した。さらに、細胞内のリソソーム
の傷害を、酸性化傷害は Lysotracker を用いて、膜傷害は Galectine-3 の免疫染色で検討した。
結晶添加により、リソソームの酸性化傷害、膜傷害を認めた。これら傷害ミトコンドリア・リ
ソソームは、ユビキチン化されており、上記オートファジーにより選択的に処理されている可
能性が示唆された。炎症因子（IL6, TNF-α）と酸化ストレス（SOD-1）の PCRでは、オートフ
ァジーが低下し始めると炎症因子、酸化ストレスが有意に上昇した。 

 
[2]結石モデルマウスの腎における OPN の Western blot を行ったが、培養細胞の実験同様に予
想された重合 OPNのバンドは認められなかった。さらなる検討として、エチレングリコールの
自由引水により結石を形成させたラットで、重合 OPN の存在を調べた。しかしながら Western 
blot では 80kD 以上のバンドは出ず、結石形成過程において結石中の OPN はモノマーで存在し
ている可能性が示唆された。 
次に結石形成量とオートファジーの発現を調べ
たところ、透過型電子顕微鏡では結石形成前に
おいて、腎近位尿細管細胞内に多数の傷害を受
けたリソソームやミトコンドリアを囲い込むオ
ートファゴソームを認め(図 1)、Western blot
で p62 の発現は低下していた。一方で結石形成
後では、傷害を受けたミトコンドリアやリソソ
ームが目立ち、オートファゴソームなどは認め
ず、Western blot で p62の発現が有意に上昇し
ており、オートファジーが低下していることが
分かった。次に、LC3 transgenic mice を用い
た実験では、結石形成を認めるマウスでは LC3
の dotsが有意に低下した。p62の免疫染色を行
ったところ、LC3 とは相反する発現パターンを
示したことからも、結石形成によりオートファジーが低下することが示唆された。 
次にオートファジー低下の原因精査のため、In vitro, In vivoとも mTOR活性の評価を p-p70S6K
と nuclear-TFEBの Western blot で評価したところ、CaOx 結晶の添加や結石形成に伴って mTOR
活性が上昇すること、核内 TFEBは低下していた。以上からこれら上流因子の影響でオートファ
ジーが低下していることがわかった。 
 
[3]In vitro, In vivo 実験とも、結石形成過程において、重合 OPN の発現が見られず、OPNは
モノマーで存在している可能性が示唆された。そのため、OPN 重合阻害薬を用いた結石予防は、
困難であると判断した。オートファジーに関しては、培養細胞・動物モデルとも、mTOR亢進と
TFEBの核内移行の阻害によりオートファジーが低下することがわかった。以上から、mTOR阻害
薬投与による mTOR 活性の抑制により、結石形成が抑制されるか検討を行った。 
まず In vitro では、mTOR 阻害薬である Torin 1を 1μM結晶と同時に投与したところ、オート
ファジーは有意に亢進しミトコンドリア・リソソームの傷害が有意に抑制された。さらに、細
胞内の炎症や酸化ストレスが抑制され、結果として結晶の細胞への付着が有意に抑制された。 
次に In vivo では mTOR 阻害薬である Rapamycin1mg/kg を GOXと同時に投与したところ、オート
ファジー低下が投与 2日目まで有意に抑制された。結石形成も同様に 2日目まで有意に抑制さ
れた。しかしながら投与 4日目では有意差を認めなかった。 
 
以上の結果からオートファジーは、傷害オルガネラを選択的に処理することで腎結石形成を抑
制した。結晶による上流シグナルを介したオートファジー機構の破綻が結石形成を促進するこ
とから、これらシグナルをターゲットとした、新規治療薬開発の可能性が示唆された。 
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結⽯形成群では細胞内に多数の傷害を受けたオルガネラを認める
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