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研究成果の概要（和文）：結石モデルマウスを用いた研究から、腎結石形成量は、骨髄由来M1Mφを投与した群では増
加し、M2Mφを投与した群では低下した。
また尿路結石患者の尿中Mφ関連蛋白の発現をマルチプレックス解析を用いて調べると、結石患者では非結石患者に比
べて、IL-4、G-CSF、IL-1aといった抗炎症サイトカイン、好中球遊走因子が低下していた。
さらにヒト腎結石周囲の組織においてMφ関連遺伝子の発現を調べると、結石患者では炎症性Mφ関連遺伝子の発現が増
加し、抗炎症性Mφ関連遺伝子の発現が低下していた。

研究成果の概要（英文）：In vivo study using stone model mice showed that renal crystal formation 
increased by M1Mφ treatment whereas decreased by M2Mφ treatment.
Urinary protein multiplex analysis demonstrated that the expression of IL-4, G-CSF, and IL-1a, which were 
associated with M2Mφ and neutrophil, was decreased in stone-patients.
Gene expression profile of renal papillary tissue by microarray analysis revealed that stone-patients had 
higher expression of M1Mφ-related genes but lower expression of M2Mφ-related genes.

研究分野： 尿路結石

キーワード： 腎結石　マクロファージ　炎症　Randall's plaque　マイクロアレイ　マルチプレックス解析
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
（１）国内外の動向 

わが国の腎結石生涯罹患率は、100 人中約
6人にも達し、5年再発率は 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
された薬剤はなく、形成機序の解明と再発予
防法の確立が急がれる。これまでの腎結石の
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主流であったが、発症率
はこの 40 年間で約 3 倍と増加の一途を辿っ
ている。私たちは、結石成分の数%を占める
有機物質(結石マトリックス)に着目し、腎結
石に遺伝要因が強く関与することを明らか
にし、動物モデルを用いた結石形成機序の解
明に取り組んできた１）。 
（２）過去の研究成果と経緯 

私たちは、遺伝学的環境変化を明らかにす
るために、従来の結石モデルラットではなく、
遺伝子改変技術のあるマウスを用いて腎結
石モデルを確立した２）。その過程において、
｢腎結石が自然消失する｣という興味深い現
象を世界で初めて捉えることに成功した。ま
たこの現象の中で、腎結石の形成に伴い腎間
質の Mφ数が増加すること、透過型電子顕微
鏡の観察から、Mφ が結晶を貪食している像
を発見した。これらの結果をふまえ、私たち
は、この微小結石消失現象のメカニズムを解
明するためマイクロアレイ解析を行い、腎結
石の形成と消失には①腎尿細管細胞への結
晶の付着、②結晶塊の間質移行、③ケモカイ
ン・M-CSF(macrophage-colony stimulating 
factor)などの Mφ 走化因子発現、④単球の
走化・分化・血管内皮細胞との接着、⑤Mφ
の成熟・貪食・細胞内消化・抗原提示・TGF-β
産生という、腎結石の貪食処理メカニズムを
推測した３）。 

一方Mφには、炎症に促進的に働くM1と、
抑制的に働く M2 といった相反する２つの極
性が存在する４ ）。また走化因子である
granulocyte/macrophage-colony 
stimulating factor(GM-CSF)は M1 を、M-CSF
は M2 を誘導することが分かっている。腎結
石との共通点が多いことで知られる動脈硬
化において、M1 が促進に、M2 が抑制に係わ
るという報告もある。以上より、腎には自然
消失という結石を防御する機能が存在する
と考えられ、M1が形成(③,④)、M2が消失(⑤,
⑥)に係わることが推察された（下図）。 

また私たちはM- CSFが欠損したM2機能不
全マウス(op/op)を用いて腎結石形成実験を
行った。その結果、op/op では M2 が欠損して
おり、腎結石量は野生型(+/+)より有意に多
かった。また op/op への M-CSF の投与により
M2 の発現が増加し、腎結石の形成量は低下し
た。このことから、M2 が腎結石を抑制する機
能を有する可能性を私たちは見いだした。ま
た腎結石の関連遺伝子に関わる遺伝子改変
マウスおよび薬剤投与ラットを用いた研究
においても、腎結石形成過程に Mφが重要な
機能を有する可能性を示している。 

 以上より、M-CSF を介した M2 の活性が
腎結石の抑制を担っていることが分かった。
本研究では、Mφの極性に着目して腎結石形
成および自然消失のメカニズムを解析する
とともに、この成果から新たな予防治療薬へ
とつながる知見を得る。 
 
２．研究の目的 
 

私たちは、「腎結石が自然消失する」とい
う、これまでにない現象を発見した。さらに
この現象にMφによる腎結石の貪食が関わっ
ていることを示した。一方、Mφ には炎症に
促進的に働く M1 と、抑制的に働く M2 の２つ
の極性が存在することが分かっている。この
ことから私たちは、Mφ は腎結石の形成と消
失の異なる作用があり、結石患者と健常者で
はその働きに相違点があると推察した。そこ
で本研究では、以下の 3つの方法により、モ
デルマウスおよびヒトMφの極性による機能
の相違を明らかにするとともに、結石の貪食
作用を調べ、腎結石溶解療法につなげる研究
をする。 
(1)結石モデルマウスへの M1・M2 誘導におけ

る腎結石形成の観察 
(2)腎結石形成に関わるヒト尿中 Mφ関連蛋

白のマルチプレックス解析 
(3)腎乳頭部の結石形成部位における２つの

極性の Mφ発現の分析 
本研究では、M2 機能不全マウスのみなら

ず、これまでに研究の基礎を築いてきた結石
モデルマウスにおいて M1および M2の結石形
成に対する働きを検証する。Mφ関連蛋白と
結石形成に照準を絞ったヒト検体の解析は
世界初の試みとなり、この結果から腎結石患
者と正常人との間で結石防御能に関与する M
φ機能の差を見いだせる可能性がある。Mφ
のもつ結石防御能を解析することにより、将
来の結石予防治療薬につながる基礎データ
としたい。 
 
３． 研究の方法 
 
(1)結石モデルマウスへの M1・M2 誘導におけ

る腎結石形成の観察 
8 週齢雄の C57BL/6J に対し、腎結石モデル

マウスの手法に順じ、シュウ酸前駆物質グリ
オキシル酸(GOx) 80mg/kg で 6 日間腹腔内投



与を行う。また LPS・IFN-γ の投与により
M1Mφ を誘導した群と、IL-4・IL-13 により
M2Mφ を誘導した群を作成し、結石モデル群
と比較した。6 日目に腎検体・血液の採取と
24 時間蓄尿を行う。血液検体および尿検体は、
結石関連無機物質を測定した。腎結石形成は、
シュウ酸カルシウム染色(Pizzolato 染色)と
偏光顕微鏡により同定し、画像解析ソフトで
(Image Pro Plus®)で定量化した。腎 Mφは、
M1(CD11c, iNOS, TNFα, IL-6など)、M2(CD163, 
CD206, Arginase, IL-10 など)に関して、免
疫染色、Western blotting および定量 PCR に
よって同定した。 
 
※以下の研究の遂行に伴い、名古屋市立大学
大学院医学研究科倫理審査委員会での承認
を取得した。 
 
(2)腎結石形成に関わるヒト尿中 Mφ 関連蛋

白のマルチプレックス解析 
名古屋市立大学病院 泌尿器科 尿路結石

専門外来を通院する尿路結石症患者と、一般
外来を受診する良性疾患患者(前立腺肥大症
など)尿検体を同意の下に採取した。 

マルチプレックス解析システム(MAGPIX®)
に よ っ て 、 MILLIPLEX MAP Human 
Cytokine/Chemokine Panel 上の約 18 種類の
炎症・免疫関連蛋白を同一検体から定量する。
この結果より、腎結石患者が統計学的に有意
に高値または低値を示す項目を検出した。 
 
(3)腎乳頭部の結石形成部位における２つの

極性の Mφ発現の分析 
腎結石患者の大部分を占める特発性のシ

ュウ酸カルシウム結石の形成には、腎乳頭部
内側の間質における石灰化病変（Randall’s 
Plaque）の存在が契機となることが分かって
いる。腎乳頭部における結石形成の過程を解
明することが、結石の防御に必要不可欠と考
え、そこでの Mφの働き・関連を調べた。 

名古屋市立大学病院および関連施設の泌
尿器科にて腎結石の鏡視下手術を施行する
患者と、血尿などにて精査の内視鏡を行う患
者の腎乳頭組織を同意の下に採取した。鏡視
下にて腎乳頭部の生検を行い、組織採取する。
パラフィン固定後、シュウ酸カルシウムやリ
ン酸カルシウム染色を行った。RNA を抽出し
マイクロアレイ（Agilent 社）解析により、
M1/M2Mφの関連遺伝子の発現を調べた。 
 
４． 研究成果 
 
(1)結石モデルマウスへの M1・M2 誘導におけ

る腎結石形成の観察 
結石モデル群と比較し、腎結石形成量は、

M1 誘導群では有意に増加し、M2 誘導群では
有意に減少した（下図）。尿中結晶量は 4 群
間で有意差はみられなかった。M1 誘導群では、
炎症・細胞接着の関連遺伝子の発現が高値で
あった。 

 

 
(2)腎結石形成に関わるヒト尿中 Mφ 関連蛋

白のマルチプレックス解析 
非結石患者 111 名、尿路結石初発患者 41

名、尿路結石再発患者 89 名がエントリーし
た。それぞれ一時尿を用いて 18 因子のマク
ロファージなど炎症関連蛋白を測定したと
ころ、多変量解析により、尿路結石患者では
M2Mφを誘導する Interleukin (IL)-4 と、好
中 球 走 化 因 子 で あ る granulocyte 
colony-stimulating factor (G-CSF)、IL-1a
の発現が低下していた。 
 
(3)腎乳頭部の結石形成部位における２つの

極性の Mφ発現の分析 
腎乳頭生検組織の観察から、Randall’s 

Plaque はリン酸カルシウムで構成されてお
り、結石マトリックスであるオステオポンチ
ンおよびコラーゲンの集積を認めた。また周
囲組織のマイクロアレイ解析からは、対照患
者(C)と比べ、結石患者では、正常粘膜部位
(N)も Randall’s Plaque 部位(P)もいずれに
おいても M1 関連遺伝子である NOS2、CSF2、
IL10、CCR2、SPP1 の発現が高値であり、M2
関連遺伝子である FN1、PPARG、MRC1、CD163
の発現が低値であった（下図）。 



 
これらの結果から尿路結石の形成に対し、
M1Mφ が促進的に、M2Mφ が促成的に働くこ
とが示された。 
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