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研究成果の概要（和文）：1. 腎尿細管細胞のミトコンドリア傷害に着目した治療薬とバイオマーカーの開発:
Cyclophilin D（cypD）のノックアウトマウスにシュウ酸前駆物質を投与し、結石の形成および細胞内の分子機
構を解明した。wild typeと比較し、CypDノックアウトマウスでは、ミトコンドリア傷害、結石形成量が少なか
った。
2. 新規関連遺伝子の同定とリスク診断法の開発:網羅的なヒトゲノムワイド関連解析で同定した遺伝子領域から
発症リスク診断法の確立を試みた。マルチプレックス解析システムを使用して関連遺伝子を検討した。健常者で
M1マクロファージ関連物質が低下し、結石患者でM2マクロファージ関連物質が低下した。

研究成果の概要（英文）：(1) Development of medicine and biomarkers focusing on the mitochondrial 
injury of renal tubule cells.:The oxalic acid precursor was administered to the knockout mouse of 
Cyclophilin D (cypD), and the formation of stone and the molecular mechanism were elucidated. 
Compared to in wild-type, mitochondrial injury and stone formation were small in CypD knockout mice.
(2) Identification of new related genes and development of risk diagnosis method.:We tried to 
establish a diagnosis method of onset risk from the gene region identified by comprehensive human 
genome-wide association analysis. The related genes were examined using a multiplex analysis system.
 M1 macrophage-related substances decreased in healthy subjects and M2 macrophage-related substances
 decreased in stone patients.
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１．研究開始当初の背景 
わが国の尿路結石の生涯罹患率は急増し、
男性では 100 人中 15 人にまで達しているこ
とから、その成因の究明と再発予防法の確立
は急務である。これまでは結石成分の 90%以
上を占める無機物質を対象に予防法が行わ
れてきた。しかし、5年再発率は 50%と高く、
無機物質を対象とした研究、予防法には限界
があると考え、有機物質からの研究を進めて
きた。その成果から、尿路結石の形成初期に
はシュウ酸による細胞傷害→ミトコンドリ
ア傷害→活性酸素の発生亢進→細胞傷害の
サイクルが発生し、有機物質（マトリックス）
であるオステオポンチン（OPN）が発現した
のち、結石形成に至る分子機序を明らかにし
た。この形成初期の分子機構を解明し、予防
薬の開発につなげることを着想した。さらに、
尿路結石になりやすい遺伝要因について、網
羅的なゲノムワイド関連解析の成果を発展
させ、尿路結石のリスク診断法の開発を試み
たいと考えた。 
 
２．研究の目的 
尿路結石は、遺伝因子に環境因子が作用し
て発症する多因子疾患である。私たちは遺伝
因子として、ヒトゲノムワイド関連解析
（GWAS）により尿路結石に関連する新たな遺
伝子領域を発見した。また環境因子として、
腎尿細管細胞のミトコンドリア傷害による
細胞傷害から、結石形成がはじまることを見
いだした。 
本研究では、以下の 2つの観点から予防法
を開発することを目的とした。 
(1)ミトコンドリア傷害に着目した治療薬とバ
イオマーカーの開発：尿路結石形成における
ミトコンドリア傷害の分子機構を解明し、予
防薬と尿中バイオマーカーを開発する。ミト
コンドリア傷害は CypD により制御されるミト
コンドリアの膜透過性遷移(MPT)が原因である
と考え、そのメカニズムを明らかにすることを
試みた。 
(2)新規関連遺伝子の同定とリスク診断法の開
発：あらたな関連遺伝子を同定し、発症リス
クの診断法を確立する。シュウ酸カルシウム
結石は、「一度形成されたら排出をしなけれ
ば体内から取り除くことができない」と考え
られてきた。私たちは、結石に数% 含有され
る有機物質(結石マトリックス) としてオス
テオポンチンを同定し、その機能解析のため、
結石モデルマウスを確立した。その研究過程
において、「結石が自然消失する」というこ
れまでの概念を覆す発見をした。この結石の
消失現象の機序を解明するため、ゲノムワイ
ド関連解析を行った。その結果、この結石の
形成・消失には、①腎尿細管細胞への結晶付
着、②結晶塊の間質移行、③サイトカイン／

ケモカインなど Mϕ 走化因子の発現、④単球
の走化・分化・血管内皮細胞との接着、⑤ Mϕ 
の成熟・貪食・細胞内消化・抗原提示・TGF-β
産生、というプロセスが存在することを見出
した。さらに透過型電子顕微鏡で腎間質 Mϕ 
の「結晶貪食像」を同定した。Mϕ には炎症
型(M1) と抗炎症型(M2) の 2種類が存在する。
私たちは M2 が結石消失の主体と仮定し、M2 
機能不全マウス(op/op) では結石形成が増
加することを見出した。さらに M1・M2 の誘
導および骨髄由来 M1・M2 の投与によって、
M1 群では結石形成が増加し、M2 群では減少
することを同定した。このことから結石形成
は M1・M2 の表現型で決定すると考えられた。
そこで、尿中の因子を網羅的に解析すること
で、新規関連遺伝子を同定し、リスク診断法
に応用することを試みた。 
 
３．研究の方法 
(1)ミトコンドリア傷害に着目した治療薬とバ
イオマーカーの開発： 
8 週齢の雄マウス（WT 群）と雄 CypD 欠損マ
ウス（KO群）に対してグリオキシル酸（80mg/kg）
を6日間連続で腹腔内投与した。後に腎組織を
摘出し以下の項目を比較検討した。結石形成の
部位と形態をPizzolato染色と偏光顕微鏡を用
いて評価し、画像解析ソフトを用いて結石形成
量を定量化した。腎組織内の炎症を炎症性サイ
トカインである MCP-1、IL-6、炎症性ケモカイ
ンである TNF-αの免疫組織染色と定量 PCR に
て評価した。 
 
(2)新規関連遺伝子の同定とリスク診断法の開
発： 
 健常者（非結石患者）56 名と、尿路結石患
者の初発群 24 名、再発群 24 名にわけ、尿中
の既知の尿路結石関連蛋白（IL-1α、IL-1β、
IL-1ra、IL-2、IL-4、IL-6、IL-10、IL-13、
EGF、G-CSF、GM-CSF、IFN-γ、
Growth-regulated oncogene  (GRO)、
Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1)、
Platelet-derived growth factor (PDGF-AA)、
PDGF-AB/BB、Regulated on activation、
normal T cell expressed and secreted 
(RANTES)、TGFβ）について網羅的に発現量
を定量した。 
 
４．研究成果 
(1)ミトコンドリア傷害に着目した治療薬とバ
イオマーカーの開発： 
WT 群と CypD-KO 群では MCP-1、IL-6 、
TNF-αに有意な差は認めなかったが（それぞ
れ p=0.604, 0.356, 0.549）、結石形成量は
WT 群が Cyp-KO 群に比べ有意に多かった（p
＜0.05）（図 1）。酸化ストレスの発生も
CypD-KO 群で少なかった。電子顕微鏡による



観察では、CypD-KO 群でミトコンドリア傷害
が微弱であり(図 2)、CypD の存在により MPT
が亢進し、ミトコンドリア傷害が惹起される
ことが示唆された。 
 
図 1：wild type と CypD-KO マウスに蓚酸前
駆物質を投与 

 
図 2：電子顕微鏡による観察：WT では、ミト
コンドリア傷害がおこるが、cyclophilin Ｄ
欠損マウスではおこらない 

これらのことから、腎組織内において、グ
リオキシル酸投与により生じた酸化ストレ
スならびに炎症性サイトカイン、ケモカイン
の産生亢進による炎症が発生し、その後に
CypD依存的なMPTが惹起されミトコンドリア
傷害が発生し、尿路結石形成が促進されると
考えられた。（図 3） 
 
図 3：ミトコンドリア膜透過性遷移現象によ
るミトコンドリア傷害と結石形成への関連 

 
(2)新規関連遺伝子の同定とリスク診断法の開
発： 
結石患者と健常者の尿をマルチプレック
ス解析で調べた結果、M2 誘導因子である
IL-4 が結石群で有意に低値であることを見
出した。また、M1 誘導因子である Growth 

regulated oncogene（GRO）、Monocyte 
chemotactic protein-1（MCP-1）が健常者で
低値であった（図 4）。健常者では、結石を処
理する抗炎症性 M2-Mφが優性で、結石患者：
炎症性 M1-Mφが優性である可能性が見出さ
れた。 
 
図 4：尿中物質のマルチプレックス解析結果 

 
さらに腎乳頭生検組織を用い、結石患者で
は M1 関連遺伝子の発現が高値であり、M2 関
連遺伝子の発現が低値であることを証明し
た。 
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