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研究成果の概要（和文）：　マクロファージ(Mφ)の結晶貪食モデルを確立するため、Mφの核をDAPI, 細胞質を
Phalloidin-iFluor 555で、COM結晶をAlexa-Fluor 488で染色し、Incell Analyzerを用いたイメージングサイト
メトリーで貪食能を測定しえた。
　ヒトの一時尿を採取し、尿中Mφの関連因子を測定し、単変量解析で健常者と初発患者の間でIL-4とIL1aが高
いAUC値を有し、健常者、初発患者、再発患者の３群での多項ロジットモデル解析で、IL4, IL10, IL1b, GM-CSF
ならびに尿中Mgを組み合わせることによって、87%以上の判別能を有することがわかった。

研究成果の概要（英文）：   In order to establish a crystal phagocytosis model of macrophage (Mφ), M
φ nuclei were stained with DAPI, cytoplasm with Phalloidin-iFluor 555, COM crystals with 
Alexa-Fluor 488, and phagocytosis ability was measured by imaging cytometry using Incell Analyzer. 
   Human spot urine was collected and the related factors of urinary Mφ were measured, and 
univariate analysis showed high AUC value of IL-4 and IL1a between healthy persons and first-time 
stone formers.  Multinomial logit model analysis among 3 groups of healthy persons, first-time and 
recurrent stone formers showed that the combination of IL4, IL10, IL1b, GM-CSF and urinary Mg had  
discriminatory power of more than 87%.

研究分野： 泌尿器科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　尿路結石は一度できると排出するか手術するしか体内から除去できないと考えられてきた。私たちは、基礎研
究で「結石消失現象」を発見し、その機序がマクロファージ (Mφ)による結晶貪食であることを見いだした。
　本研究は、Mφによる結晶貪食の機序を明らかにすることと、健常者と結石患者の尿中Mφ関連因子の差を見い
だすことが目的であったが、いずれも仮説通りの成果を得たことは学術的意義が大きい。
　また本研究の成果は、尿路結石治療の新たな分子標的を提供するとともに、不確かであった尿生化学のみによ
るリスク診断に、Mφ関連因子の測定という新たな評価法を示した点で、社会的に大きな意義がある、



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
・ 本研究に関連する国内・国外の研究動向および位置付け 

 尿路結石全国疫学調査では、2005 年の年間罹患率(10 万人対)は男性 192 人、女性 79.3 人と、
40 年間で約 3 倍にも急増し、2015 年調査ではさらなる増加が懸念されている。しかしこの間、予防
治療薬として認可された薬剤は皆無であり、現在でも飲水と食事療法が主流の難治性疾患である。
私たちは、尿路結石を「遺伝関連疾患」と捉え、腎結石成分の数%を占める有機物質(結石マトリック
ス)について、結石形成機序の解明に取り組んで来た。 

・ これまでの研究成果を踏まえ、着想に至った経緯 
 私たちは、「尿路結石形成モデルマウス」を確立し、同モデルにおいて「OPN の発現増加」を認め
るとともに、「結石の自然消失」というこれまでの結石学にない新しい現象を発見した 1)。次いで OPN
欠損マウス研究で、OPN が結石形成に必須であることを証明した 2)。さらにゲノムワイド発現解析に
よって、結石消失には腎における「Mφ関連遺伝子の発現増加」を捉え 3)、形態学的観察によって
「Mφによる結石貪食」を捉えた 4)。その成果を踏まえ、抗炎症型 Mφ(M2)欠損マウス(op/op)による
研究を行い、M2 が高い尿路結石防御能を持つことを示した 5)。この研究経緯に基づき、ヒトの尿路
結石の診断・予防法の開発に応用するという着想に至った。 
 

 

 

 

２．研究の目的 
私たちは尿路結石形成が、マトリックス成分でオステオポンチン(OPN)によって促進し、抗炎症型マ

クロファージ(M2)の結晶貪食によって抑制されることを初めて証明した。本研究は、これら新たな促
進・抑制機序に基づいた新規リスク診断・治療薬を開発するため、以下の３つの研究を行う。 

(1) OPN 欠損マウスにおけるマクロファージ(Mφ)分布と結晶貪食能の解析 
 OPN 欠損マウスの結石形成腎の Mφ分布と、分離 Mφによる結晶貪食試験を行う。 

(2) ヒト血中・尿中 OPN ならびに Mφ関連因子を用いた結石リスク診断法の開発 
 腎結石患者と健常者の尿中 OPN, Mφ関連因子を経時的に測定し、リスク診断法の開発を行う。 

(3) ヒト血液・尿分離 Mφを用いたクラスタリング解析と結晶貪食制御因子の同定 
 腎結石患者と健常者の血液・尿分離 Mφを極性解析し、結晶貪食の制御因子を同定する。 

３． 研究の方法 

(1)  OPN 欠損マウスにおけるマクロファージ(Mφ)分布と結晶貪食能の解析 

① OPN 欠損マウス(OPN-/-)におけるマクロファージ(Mφ)分布解析  

 OPN+/+および OPN-/-を必要頭数(各 75 匹)まで繁殖し、GOx 100mg/kg を連日腹腔内投与し、

3 日毎に 5 匹ずつ腎組織を採取する。Pizzolato 染色ならびに偏光顕微鏡にて結石形成を定

量化するとともに、自動磁気細胞分離装置（MultiMACS™）を用いて腎組織から Mφ を分離し、

flow cytometry、免疫染色および定量 PCR によって Mφ極性分布を M1 型(CD11c, Ly6C, 

iNOS)と M2 型(CD163, CD206, Arginase)に分類する。 

② OPN-/-骨髄 Mφによるシュウ酸カルシウム一水和物(COM)結晶貪食試験 

 8 週齢 OPN+/+と OPN-/-の脛骨・大腿骨から骨髄細胞を採取し、7 日間培養して骨髄由来 Mφ

とし、GM-CSF を用いて M1 に、M-CSF, IL-4 を用いて M2 に分化誘導する。それぞれの細胞の

COM 結晶貪食率を flow cytometry、共焦点レーザー顕微鏡を用いて行う。 

(2) ヒト血中・尿中 OPN ならびに Mφ 関連因子を用いた結石リスク診断法の開発 

 同意の得られた健常者 20 名および結石患者 20 名の血液・尿を 0, 3, 6, 12, 24, 36 ヶ月目で採取

し、保存する。すべての検体が集まった時点でマルチプレックス解析によって、OPN および Mφ分化

に着目した関連因子(M1：GM-CSF, IFN-γ, IL-1β, IL-6, TNFα, MCP-1, RANTES, GRO、M2：M-

CSF, IL-4, IL-10, IL-13, Adiponectin, PPAR-γ)を測定する。各因子の変化と結石イベント(結石増

大・増加・疼痛発作)についての解析を行い、尿路結石のリスク因子となる項目を抽出する。 

(3) ヒト血液・尿分離 Mφを用いたクラスタリング解析と結晶貪食制御因子の同定 

 研究Ⅱで得られた健常者 20 名および結石患者 20 名の血液・尿 (0 ヶ月目)を用い、自動磁気細胞分

離装置（MultiMACS™）を用いて Mφを分離し、flow cytometry および定量 PCR によって Mφ極性分布

を M1 型(CD11c, Ly6C, iNOS)と M2 型(CD163, CD206, Arginase)に分類する。 

 また分離 Mφの OPN 発現を測定するとともに、COM 結晶貪食能を OPN 添加あるいは抗 OPN 投与

環境下で比較し、研究Ⅰ, Ⅱの成果と比較することにより OPN と Mφの関連を考察する。 
 
４． 研究成果 

(1)  OPN 欠損マウスにおけるマクロファージ(Mφ)分布と結晶貪食能の解析 
 まずは貪食能を評価するための培養 Mφ(J774.1, RAW264.7)を用いたシュウ酸カルシウム 1 水和
物(COM)結晶モデル作成を行った。これには Mφの核を DAPI(青), 細胞質を Phalloidin-iFluor 
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555(赤)で、COM 結晶を Alexa-Fluor 488(緑)で染色し、Incell Analyzer 6000 を用いたイメージング
サイトメトリーを行った結果、結晶濃度・暴露時間依存性に貪食能が亢進した (図 1,2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 またこの手法を応用し、生細胞としての Mφの f-COM 結晶貪食をライブイメージングとして捉え、 
Mφ細胞内酸性化抑制因子である Nigericin を投与することによって f-COM 蛍光量が有意に高くな
ることを証明し、COM 結晶が酸性環境下で Mφに貪食され、酸性環境下で溶解される可能性を示
した (図 3)。この成果は現在投稿中である。 
 
(2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 今度、OPN ノックアウトマウスの骨髄から採取した Mφによる貪食研究へすすめる。 
(3) ヒト血中・尿中 OPN ならびに Mφ 関連因子を用いた結石リスク診断法の開発 

第 1 段階としてヒトの一時尿を採取し、尿中 Mφの関連因子測定が終了した。多変量解析ならび  
に多項ロジットモデル解析にて①健常者 vs. 初発患者、②健常者 vs. 結石患者、③健常者 vs. 
初発患者 vs. 再発患者について判別能の高い因子の検索を行った結果、①で IL-4 と IL1a が高
い AUC 値を有すること (図 1)、および③では IL4, IL10, IL1b, GM-CSF ならびに尿中 Mg を組み合
わせることによって、87%以上の判別能を有することがわかった。本研究に関しては、健常者・初発・
再発尿路結石患者の尿中マクロファージ因子の多項ロジット解析結果の論文が採択された。 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

(4) ヒト血液・尿分離 Mφを用いたクラスタリング解析と結晶貪食制御因子の同定 
 ヒト血清を用いた M1/M2 解析については、解析に必要な Mφを採取
するには血清量が不足すると考えられた。そこで患者 iPS 細胞から M
φへの分化方法を確認し、本年は iPS 細胞由来 Mφの貪食試験法の
確立を行った。610B1 細胞(血液関連細胞由来 iPS 細胞)を On feeder
培養からNon-feeder培養へ移行させ、分化誘導因子・サイトカインを用
いて iPS 細胞由来マクロファージを産生させることに成功した。さらに
iPS 細胞由来 Mφに上記蛍光標識 COM 結晶を貪食させることに成功
した (図 4)。この成果は、学会で発表した。 
 

 

図 1. マウス Mφ細胞(J774.1, RAW264.7)の COM 結晶貪食像 図 2. COM 結晶の貪食細胞数 
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図 1. 単変量解析による健常者 vs. 初発患者の ROC 曲線 
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図 2. 3 群の多項ロジットモデル解
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図 3. 蛍光 COM 結晶貪食 Mφの追跡解析 
Mφは酸性環境下で COM 結晶を処理しうる。 

図 4. 健常者の iPS 細胞由来 Mφによる 
蛍光標識 COM 結晶の貪食 
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