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研究成果の概要（和文）： 

本研究は、尿路結石の形成防御に関与していると考えられるマクロファージ(Mφ)に注目し、M

φ機能不全マウス(op/opマウス)における尿路結石形成とM-CSFによる結石抑制効果と、培養マク

ロファージを用いた腎結晶貪食研究を行うことである。 

(1) macrophage-colony stimulating factor (M-CSF)遺伝子欠損によりMφの分化・誘導が生じ

ないop/opマウスに対し、結石形成実験を行った結果、腎結石形成量が増加した。このマウ

スにM-CSFを投与すると、結石形成量は減少した。 

(2) 培養Mφ(J774.1)および培養尿細管細胞(M-1)を用い、in vitroにてシュウ酸カルシウム一

水和物(COM)結晶の暴露実験を行い、COM貪食を観察した結果、J774.1はM-1と比較してCOM

結晶貪食率が高く、貪食された結晶はlysosome内に取り込まれていた。また貪食されたCOM

結晶は経時的に分解されて観察されなくなった。 

以上より、Mφは腎結石形成期において、結晶を貪食・処理することによって腎結石防御に働

く可能性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The present study was performed for investigation of kidney stone prevention effect 
using M-CSF deficient mice (op/op) and observation of COM crystals phagocytosis using 
cultured macrophages.  
(1) Using op/op mice in which macrophage differentiation and migration cannot occurred 

by macrophage-colony stimulating factor (M-CSF) gene deficient, increased stone 
formation were detected. And exogenous M-CSF administration old lead decrease of 
stone formation. 

(2) cells (M-1), COM crystal exposure was performed in vitro.  As the results, COM 
phagocytosis rate of J774.1 were significantly higher than that of M-1. And englobed 
crystals were detected in the lysosomes in macrophages. Moreover, the crystals were 
getting reduced during the experiment.  

Taken together, the possible function of macrophages for inhibition of kidney stone 
formation by phagocytosis and processing renal crystals. 
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１． 研究開始当初の背景 

(1) 尿路結石症の疫学と予防治療の成果 
 我が国の尿路結石症の生涯罹患率は、食生
活の欧米化を背景に 100 人中約 6人にも達し、
個人の健康だけでなく、医療経済を圧迫する
要因となりつつある。またその再発率は 5 年
で 40〜50%と難治性で、形成機序の解明と再
発予防法の確立が急務である。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。これまでの尿路結石の予防法は飲
水指導や食事指導を中心とした、尿中のカル
シウムやシュウ酸などの結石促進物質の制
御を中心とした無機物質からのアプローチ
が主流であったが、依然として尿路結石の罹
患率は増加の一途を辿っている。 

(2) 結石モデルマウスの確立と結石消失現
象の発見 
 私たちは結石に含まれる有機物質(結石マ
トリックス)に注目し、分子生物学的手法に
より結石マトリックスの主成分としてオス
テオポンチン(OPN)などを同定した。また OPN
の発現抑制が結石形成に抑制的効果を持つ
と考え、OPN アンチセンス発現遺伝子を培養
細胞に導入することによって結晶と細胞の
接着が抑制されることを示し、結石形成の第
一段階を予防できる可能性が示唆された。さ
らに私たちは尿路結石形成モデルマウスを
報告し、遺伝子改変マウスを用いた研究のコ
ントロールを確立した。さらに私たちは「結
石消失現象」を発見し、マイクロアレイ解析
よって、OPN だけでなく、Mφの走化・分化・
貪食・細胞内消化・抗原提示に関わる遺伝子
群が発現亢進していることを捉えた。透過型
電子顕微鏡の観察では、腎に遊走した Mφが
結晶を貪食している像を捉えた。準備実験も
含め、マウスはラットと比較すると非常に高
い結石形成防御能を有し、さらに結石を消失
させる能力を有する事が伺え、Mφがこの現
象に関与している可能性が示唆された。 

(3) OPN ノックアウトマウスにおける結晶形
成と消失 
 続いて私たちは OPNノックアウトマウス作
成・繁殖に成功し、モデルマウスの手法を用
いてグリオキシル酸投与を行った。結果とし
て、形成された結晶の形態は wild-type マウ
スでは大きな花弁状を呈し、OPN ノックアウ
トマウスでは砂状の小さな結晶の集まりで
あることが観察され、OPN が結石形成の初期
段階において促進因子として機能すること
を見いだした。一方、OPN ノックアウトマウ
スでは、wild-type マウスで観察されたよう

な結晶の消失が不完全であると同時に、腎間
質への Mφの出現が少ないことを認めている。
すなわち結石消失過程には OPN を介した Mφ
の関与が必要である可能性も示唆された。 

２．研究の目的 
 近年、私たちの報告に続いて、ヒトとラッ
トにおいても、腎尿細管腔に沈着した結晶が
除去される現象が報告された。すなわち健常
者の腎には、結石が増大する前にこれを除去
するメカニズムが備わっており、この機能の
破綻が結石形成につながるものとも考えら
れる。 
 本研究では、腎の Mφが、結石除去のメカ
ニズムの中心をなすものとして、Mφ機能不
全マウス(op/op)を用いて尿路結石形成過程
における Mφの機能解析を行う。 

３．研究の方法 

(1)Mφ機能不全マウス(op/op マウス)におけ
る尿路結石形成とM-CSFによる結石抑制効果 
 op/op マ ウス は 、 Colony stimulating 
factor-1 (CSF-1)の突然変異を持つマウスで、
Mφだけでなく破骨細胞の機能低下により、
大理石病モデルとして整形外科領域の研究
で頻用される。このマウスを導入し、必要な
頭数(wild-type, op/op マウス各 30 匹程度)
まで繁殖する。8 週齢の op/op マウスおよび
正常マウスに対し 80-100mg/kgのグリオキシ
ル酸を 6 日間腹腔内投与し、3 日毎に腎検体
を採取する。併行して 24 時間蓄尿を行い、
尿中シュウ酸排泄など結石関連物質の測定
を行う。シュウ酸カルシウム結石染色
(Pizzolato染色)とMφ染色(F4/80染色)によ
り、結石形成・消失の変化と Mφの動向を観
察する。 
 続いて、op/op マウスに結石形成とともに
M-CSF を投与することにより、欠損した Mφ
を再遊走させ、結石形成に対する Mφ機能を
検証する。 

(2) 培養マクロファージを用いた腎結晶貪
食研究 
 Mφの結晶貪食能を確認する目的で、in 
vitro 研究を実施する。当初は、マウス腹腔
Mφの採取を計画していたが、文献上腹腔 M
φは炎症性 Mφ活性を有することが判明した
ため、この手法を変更した。マウス培養 Mφ
細胞F774.1およびマウス培養尿細管細胞M-1
を導入し、シュウ酸 Ca 一水和物(COM)結晶貪
食モデルを構築する。 
 以下の行程で実験を実施する。①前培養, 
細胞数コントロール（2.5 ×105 cells/mL）
② 24 時 間  incubation ③ 貪 食 阻 害 剤



Cytochalasin B (CB) 投与 （10 µg/mL [20 
µM]）④30 分間 incubation ⑤COM 暴露 
（COM 12.5 μg/cm² or 62.5 μg/cm²）⑥4 時
間  incubation ⑦ 細 胞 像 の 観 察 ・ 撮 影   
⑧20 時間 incubation ⑨トリプシン処
理・パラホルムアルデヒ固定。 
 観察項目として、COM 結晶の細胞配置を共
焦点顕微鏡で観察。貪食率を位相差顕微鏡, 
偏光顕微鏡で観察し、それぞれ計算する。
Lysosome 内の COM 結晶の同定のために、
LysoTracker® キットを用いる。貪食 COM 結
晶の追跡のため、グリッドパターン付きガラ
スベースディッシュでの追加培養を実施し
た。 

４．研究成果 

(1)Mφ機能不全マウス(op/op マウス)におけ
る尿路結石形成とM-CSFによる結石抑制効果 
 op/opマウスのheterozygousペアを導入し、
繁殖に成功した。特に homozygous(op/op)は
前頭部がドーム状で歯牙が欠損するという
特徴があり、粉餌を準備する必要がある。遺
伝子型決定のための TaqMan® probe を用いた
簡便なgenotyping法を開発した(図1)。Op/op
と wild-type を必要頭数まで繁殖した。 
 8 週齢雄マウス(wild-type および op/op)
に対し、80mg/kg グリオキシル酸を連日腹腔
内投与を 6日間実施し、腎結石を形成させた 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

結果、op/op の腎結石は wild-type と比較し
て有意に多く形成された(図 2)。また腎実質
内での腎結石形成分布を検討したところ、
op/op の腎結石は乳頭部に集簇する傾向があ
り、この現象は wild-type では見られないも
のであった(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

続いて、op/op が欠損している M-CSF に 
対し、ヒト組換え型 M-CSF (hrM-CSF)を代替
え投与することによる腎結石形成への影響
を調べた。その結果、M-CSF は濃度依存的に
op/op の腎結石を減少させ、Mφの回復が腎結
石を抑制した可能性が示された。 

(2) 培養マクロファージを用いた腎結晶貪
食研究 
 結晶が付着した腎尿細管細胞が MCP-1 をは
じめとするケモカインを発現することによ
って、腎にマクロファージが遊走し、結石貪
食作用による処理が行われると推察してい
る。これを証明するため、マウス培養腎尿細
管細胞(M-1)およびマウス培養マクロファー
ジ細胞(J774.1)を用いた in vitro 研究を実
施した。ます各細胞のシュウ酸カルシウム一
水和物(COM)結晶の貪食能についての観察と
定量法の確立を行った結果、M-1 と比較し、
J774.1 の結晶貪食能が有意に高いことが示
された(図 4,5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 

図 2 op/op と wild-type の腎結石 図 5 COM 貪食率 

図 1. TaqMan Assay を用いた Genotyping 法 

図 4 共焦点顕微鏡による COM 結晶貪食像 

図 3 op-op と wild-type の結石形成部位 



 また、変更顕微鏡・LysoTracker® (リソゾ
ーム同定試薬)を用いた観察では、特に
J774.1 において取り込まれた COM 結晶が
Lysosome 内に存在する可能性を強く認めた
(図 6)。 
 以上の結果より、マクロファージは、腎結
晶を貪食し、処理する能力を有するものと考
えられた。 
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