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研究成果の概要（和文）：尿路結石は、形成前の慢性の酸化ストレスが急激に亢進して形成すると推察し、次の3つの
観点から尿路結石の形成機序を解明し、予防法を開発した。 (1)尿路結石の初期形成時におけるミトコンドリア膜透過
孔を介した酸化ストレス亢進機序を解明した。(2)肥満による慢性的な酸化ストレス発生が炎症関連因子を介して、結
石形成に係わる機序を解明した。(3)ヒトゲノム遺伝子を用いて新規の尿路結石関連遺伝子を同定し、この成果を応用
し、遺伝子診断法の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：(1) Renal tubular cell injury induced by oxidative stress via mitochondrial collap
se is said to be the initial step of urinary stone formation. We elucidated that mitochondrial permeabilit
y transition pore opening, which is blocked by cyclosporine A, is associated with mitochondrial collapse, 
oxidative stress, and activation of apoptotic pathway in the initial steps of renal calcium crystallizatio
n. New medicines for urolithiasis prevention are expected to target this mechanism. (2) The mechanism of u
rinary stone formation in the obesity and metabolic syndrome environment involves the progression of an in
flammation and immunoresponse, including oxidative stress and adhesion reactions in renal tissues. (3) Gen
ome-wide association studies show that 5q35.3, 7p14.3, and 13q14.1 in Japanese are associated with urolith
iasis. Thus, SNP analysis would aid in the prediction of urolithiasis risk and recurrence.
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１．研究開始当初の背景 
尿路結石の生涯罹患率は食生活の欧米化

に伴い上昇し、その成因の究明と再発予防法
の確立は急務である。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。近年、有機物質が同定され、
結石形成の場である腎臓で各種遺伝子が発
現することが明らかになった。しかし、研究
が遺伝子レベルに進んでからも画期的な再
発予防法は開発されていない。尿路結石は常
に形成されているのではなく、生まれつきの
形成されやすさ（遺伝要因）、食事、肥満、
アシドーシス、飲水量などの形成されやすい
環境（環境要因）に、高シュウ酸尿等の「き
っかけ」が重なって形成され、発症すると考
えられる。尿路結石の遺伝要因として、一塩
基多型による診断法を確立し、環境要因とき
っかけについて、腎尿細管細胞での酸化スト
レス発生機序の解明から予防法を確立する
ことを目的とした。 
 
２．研究の目的 
尿路結石は、尿路結石になりやすい遺伝要

因を持つヒト、できやすい環境に、きっかけ
が起こり形成されるという点に着目した。結
石の初期形成時には、形成前の慢性の酸化ス
トレスが急激に亢進すると推察される。次の
3 つの観点から尿路結石の形成機序を解明し、
診断法、予防法の開発につながる研究を行っ
た。 
(1) 尿路結石形成のきっかけとなる酸化ス
トレス亢進機序の解明と予防：私たちは尿細
管細胞のミトコンドリア傷害が結石形成の
初期段階に発生することを発見した。その機
序を解明し、予防薬の開発を試みた。 
(2) 尿路結石の形成前段階での慢性的な酸
化ストレス発生機序の解明：尿路結石はメタ
ボリックシンドローム（MetS）の一疾患とし
て考えられる。MetS 環境での結石形成に及ぼ
す影響を検討した。 
(3) 網羅的探索で発見した一塩基多型によ
る尿路結石遺伝子診断法の開発：尿路結石の
発症リスク診断法は未だ確立されていない
ことから、予防すべき対象患者は明確ではな
い。私達は、結石マトリックスの主成分であ
るオステオポンチンの一塩基多型（SNPs）
解析を行い、尿路結石の発症リスクとなるハ
プロタイプを同定し、報告してきた（J Urol 
2005, Kidney Int 2007）。しかし、尿路結石
は多因子疾患であるので、単一遺伝子の解析
だけでは、臨床応用に限界がある。そこで、
ゲノムワイド関連解析（GWAS）により新た
な遺伝子領域を同定し、発症リスク診断法の
開発への応用を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 8 週齢の SD ラットをコントロール群、シ
ュウ酸前駆物質（エチレングリコール、EG）
投与により作成した結石形成群（EG 群）、EG
に加えて、ミトコンドリア膜透過孔活性化因

子である cyclophilin D（CypD）の抑制剤、
NIM811 を投与した群（EG+NIM 群）の 3 群で
検討した。EG および NIM811 投与後 14日目に
24 時間尿を採取し、腎を摘出した。結石形成
は Pizzolato 染色、偏光顕微鏡で、ミトコン
ドリアの形態は透過型電子顕微鏡を用いて
検討した。 
(2) 食欲抑制ホルモン、レプチン産生低下を
呈する ob/ob と wild type に対し、シュウ酸
前駆物質であるグリオキシル酸（GOx）を連
日腹腔内投与した。投与 6日目に腎組織を摘
出し、RNA を抽出し、マイクロアレイ解析を
行った。また、ob/ob に GOx に加え、Mets に
予防的に作用するアディポネクチン（APN）
を投与し、結石形成を観察した。 
(3) カルシウム結石患者 5,892 例と対照群
（非結石者）17,809 例を対象とした。各施設
の倫理委員会の承認のもと、採血により抽出
したゲノム遺伝子を解析した。GWAS として、
まず全てのゲノムをカバーする195,300 SNPs
の塩基を決定した。1 次スクリーニングでえ
られた、尿路結石に特徴的と考えられる上位
1,000 SNPs から、別の検体を用いた 2次スク
リーニング、replication study としての 3
次スクリーニングを行った。さらに、カルシ
ウム結石患者 601例と対照群 201例を対象と
して発症リスクの診断を試みた。GWAS で同定
した遺伝子領域の中で、有意（p ＜ 5 × 
10-8）であった 7 カ所の SNPs について
multiplex PCR-Invader assay を用いてタイ
ピングを行った。有意な SNPs についてリス
クアレル（結石患者に多いアレル）の合計数
と尿路結石患者の割合から発症リスクを検
討した。 
 
４．研究成果 
(1) 腎尿細管細胞のミトコンドリア内に存
在する cyclophilin D（CypD）が活性化する
ことでミトコンドリア傷害が生じ、細胞傷害
を介して結石形成を促進することを発見し
た。EG 投与により結石形成がみられ、ミトコ
ンドリアの二重膜は断裂し、内部構造は乱れ、

SOD の発現低下、MDA の産生亢進、cleaved 
caspase3 の発現亢進を認めた。NIM の投与に
より、結石形成は EG 群より有意に低下し、
ミトコンドリアは形態が保たれ、SOD の発現
亢進、MDA の産生低下、cleaved caspase 3
の発現低下がみられた。CypD の活性化は結石
形成の促進因子となり、NIM811 は尿路結石に



対する新たな治療薬になることがわかった。 
(2) Wild type には結石は形成されなかった
が、ob/ob マウスでは腎皮髄境界部を中心に
結石が形成された。マイクロアレイの Gene 
Ontology 解析により、結石形成時には、免疫
反応、炎症反応、防御反応の発現が増加して
いた。また、APN 投与により、結石形成が抑
制された。これらの結果から、MetS モデルマ
ウスでは、腎組織の炎症、免疫の亢進、酸化
ストレスの増加、接着因子の促進がみられ、
結石形成が促進していると考えられた。また、
APN 投与は抗酸化作用、抗炎症作用を介して
結石形成を抑制し、新たな結石治療薬となり

うることが示唆された。 
(3) GWASによって有意であった7カ所のSNPs
か ら 3 カ 所 の 遺 伝 子 領 域 （ 5q35.3 
[RGS14-SLC34A1-PFN3-F12], 7p14.3 
[INMT-FAM188B-AQP1], 13q14.1 [DGKH]）を同
定した。それぞれの遺伝子領域で尿路結石患
者に有意な（p ＜ 7.14 × 10-3 （0.05 / 7））
SNPs として、rs12654812、rs12669187、
rs7981733の3カ所を同定した。これらのSNPs
について、リスクアレルの合計数（0～2 × 3
カ所 = 0～6）を検討すると、尿路結石患者の
発症リスクは、非結石者に最も多いリスクア
レル数 1 と比較し、リスクアレル数 0 では

0.36 倍、リスクアレル数 2 では 2.59 倍、リ
スクアレル数 3以上では 5.90 倍であった。今
回同定した尿路結石に特徴的な遺伝子領域の
うち、5q35.5 は、腎尿細管細胞に発現するナ
トリウム－リン共輸送体（NPT2a）, 7p14.3
は水輸送体（AQP1）をコードすることが報告
されており、その作用から結石形成に係わっ
ていると推察される。これら遺伝子領域の
SNPs 解析によるリスクアレル数で尿路結石
発症リスクが診断できる可能性が示唆された。 
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