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研究成果の概要（和文）：　本研究では、尿路結石形成に対するエストロゲンの予防効果を調べる目的であった
が、「エストロゲンの細胞傷害作用」と「脂肪組織構成の男女差」という報告がされたことから、①腎結石形成
による腎細胞傷害におけるオートファジーと、エストロゲン欠乏(卵巣摘除)による骨塩減少を抑制する抗酸化物
質N-acetyl-L-Cysteine（NAC）の投与研究、②褐色脂肪組織およびベージュ細胞の結石抑制効果、③ヒト腎組織
でのエストロゲン関連遺伝子のゲノムワイド解析を行った。
結果として①NAC投与、②褐色脂肪細胞の誘導で結石形成が抑制され、③ヒト腎組織内でエストロゲンレセプタ
ーおよびアンドロゲン代謝の異常が観察された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to investigate the preventive effect of estrogen 
on the urinary stone formation. However, but it was reported that "the cytotoxic effect of estrogen"
 and "the difference in adipose tissue composition between men and women". Based on this change of 
the basic concept, the following research was conducted. (1) Observation of autophagy in renal cell 
injury due to renal stone formation, and stone preventive effect by enhancing autophagy of 
antioxidant N-acetyl-L-Cysteine (NAC) that suppresses bone mineral loss due to estrogen deficiency 
(ovarian resection), (2) Stone-suppressing effect of brown adipose tissue and beige cells, and (3) 
Genome-wide analysis of estrogen-related genes in human kidney tissue were performed.
As a result, (1) administration of NAC, (2) induction of brown adipocytes suppressed stone 
formation, and (3) abnormalities of estrogen receptor and androgen metabolism were observed in human
 renal tissue.

研究分野：泌尿器科
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ワイド解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、当初予定していた直接的なエストロゲン投与ではなく、女性の褐色細胞活性の優位性と抗酸化ストレ
スによるオートファジーの亢進に着眼した研究に移行し、それぞれに結果を得た。この成果は尿生化学のみを中
心に評価される尿路結石予防に一石を投じるものであり、学術的意義議が高い。
加えて、本邦の尿路結石の男女比はこの40年間 2.5:1であったが、2015年には2.2:1となり、欧米の男女比(1:1)
に近づきつつある。本研究の成果はその基礎的な背景を現す可能性があり、「本来は女性が結石になりにくい」
というメカニズムを詳細に紐解くことで新たな予防法の創出につながる社会的意義もある成果であった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 わが国の尿路結石の罹患率は、この 40 年間で約 3 倍にも増加し、5 年再発率も 40〜50%と
高い。これまで飲水と食事指導による結石予防が行われてきたが、効果は十分でなく、新たな
予防法が望まれている。尿路結石全国疫学調査では、尿路結石の生涯罹患率は、男性 15.1%、
女性 6.8%と報告されており、特に女性の罹患率は若年で低く閉経後で高いことから、エスト
ロゲンの尿路結石への関与が示唆されていた。 
 これまでは、エストロゲンが肝臓でのシュウ酸合成を抑制し、尿中シュウ酸排泄量を減らす
ことによって、女性では結石が形成されにくいと考えられていた。しかし、女性の結石患者の
多くが高シュウ酸尿を認めず、エストロゲンによるシュウ酸産生の抑制が罹患率の低さの原
因とは考えにくい。一方、尿路結石と発症機序が類似している動脈硬化では、エストロゲンの
抗酸化作用によって発症が予防できることが報告されている。しかし、エストロゲンの抗酸化
作用が尿路結石の抑制と関連するかについては、これまで明らかにはされていない。 

【これまでの研究結果を踏まえ着想に至った経緯】 
1)  尿路結石と腎尿細管細胞障害、およびエストロゲンの関係 

 尿路結石は尿中シュウ酸排泄量の増加のみでは形
成されず、酸化ストレスや細胞障害が関与し、マトリ
ックスが発現して形成される機序を、私たちは明らか
にした。この機序において、①結石の初期形成過程で
腎尿細管細胞障害とミトコンドリア障害が起こるこ
と、②細胞障害の抑制によりミトコンドリア形態が保
持され、結石形成が減少することを見出した 1)。これ
らの成果から、エストロゲンの抗酸化作用が細胞障害
を抑制し、結石形成を抑制する可能性があると着想
し、準備実験にて雌雄マウスを比較し、結石の形成に
差があることを確認している（図 1）。 

2)  結石マトリックスとしてのオステオポンチン機能 
 尿路結石の成分には、数％含まれる有機物質（結石マトリックス）があり、結石の形成
に重要な役割を持つと考えられている。オステオポンチン（OPN）は結石マトリックスの
一つで、細胞接着に関連する RGD 部位やカルシウム接着部位をもち、動脈硬化や血管の
石灰化との関係が報告されている。また、炎症や細胞障害との関与も知られている。私達
は結石モデル動物を用いて、OPN が結石形成に必須であることを見出した 2)。しかし、
これまで尿路結石形成初期において、エストロゲンが OPN や他の結石マトリックスに及
ぼす作用は明らかにされていない。 
 

 
２．研究の目的 

エストロゲンの抗酸化作用に着目して、若年女性の結石罹患率が低い原因を解明し、これを応
用した新たな尿路結石予防法を開発することを目的とする。 

 
３．研究の方法  

 研究開始当初の研究方法を記載する。 
私たちはシュウ酸の前駆物質であるグリオキシル酸(GOx)を 8週齢の C57BL/6 マウスに腹腔内
投与し、尿路結石モデルマウスの作成に成功してきた。この結石形成モデルマウスでは、腎に
微小結石が形成される。また、このモデルでは雌マウスでも結石の形成を確認できる。本研究
では、このモデルマウスの手法を用い、結石形成過程での細胞内構造変化について、雌雄の比
較と検討を行うとともに、エストロゲンの抗酸化ストレス効果によるミトコンドリア傷害抑
制効果と尿路結石関連遺伝子の発現変化を介した結石抑制効果について明らかにする。 
 
Ⅰ．結石形成初期における腎尿細管細胞障害に対するエストロゲン作用 
・ 腎尿細管細胞におけるミトコンドリア障害からみた性差 

 GOx 80mg/kg を 8週齢の C57BL/6 マウス（雄、雌）に投与し、投与前、投与後、6, 12, 
18, 24 時間後, 2、3、6、9日後に腎を摘出し、透過型電子顕微鏡を用いて細胞内構造変
化を経時的に観察する。結石形成を偏光顕微鏡、Ｘ線回折分析によって確認する。また、
採取した腎組織をエタノール系列で脱水し、樹脂へ置換、熱重合を行った後、ミクロトー
ムで超薄切片（99nm）を作成し、透過型電子顕微鏡で細胞内構造の超微細形態を詳細に観
察する。さらに、細胞障害に関連している物質（superoxide dismutase (SOD), 
malondialdehyde (MDA), 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG)）を免疫染色法、
Western blotting 法を用いて経時的に定量し、ミトコンドリアの微細構造の変化、酸化
ストレスの評価、その他のオルガネラからみた細胞障害を経時的に観察し、マウスの性
差を明らかにする。また投与開始後 24 時間、2、3、6、9 日の 24 時間尿を採取し、シュ
ウ酸、クエン酸、Na、K、Cl、Ca、P、Mg、Cr、PH、尿量、酸化ストレスマーカー（SOD､MDA､
8-OHdG）を測定し、性差を比較する。 



・ エストロゲン投与による腎尿細管細胞のミトコンドリア障害抑制効果 
 全身麻酔下に両側卵巣摘除を行った 8 週齢の C57BL/6 雌マウス、そして、卵巣摘除後
に女性ホルモン（エストラジオール(0.01mg)＋プロゲステロン(0.25mg)/週 3回）を投与
した 8週齢の C57BL/6 雌マウスへ、グリオキシル酸 80mg/kg を腹腔内投与し、6、12、18、
24 時間後、2、3、6、9日後に腎を摘出した。摘出腎の結石形成の観察については上記と
同様の方法で行い、成分分析、透過型電子顕微鏡や走査型電子顕微鏡での観察、細胞障害
についての免疫染色法、Western blotting 法、定量 RT-PCR 法、そして 24時間尿生化学
および酸化ストレスマーカーの評価を行い、エストロゲンによる結石予防作用について
検討する。 

Ⅱ．結石形成初期における結石マトリックスオステオポンチン(OPN)に対するエストロゲン作用 
・ 電子顕微鏡を用いた OPN 免疫染色法 

 解剖時に還流装置を使用して採取した腎組織を固定、脱水し、樹脂へ置換、紫外線重合
を行い、ミクロトームで超薄切片（99nm）を作製する。モノクローナル抗体を一次抗体と
して使用する。二次抗体は、15nm の金コロイドで標識された抗体を反応させ、透過型電
子顕微鏡で腎尿細管細胞内、腎間質内、管腔内、結石内の遺伝子の局在を超微細形態と併
せて観察する。 

・ 結石形成期におけるエストロゲンと OPN の関係 
 私たちが確立した電子顕微鏡下での免疫染色法を用いて、GOx 投与 6、12、18、24 時間
後、2、3、6、9日後の腎組織での結石マトリックス蛋白（OPN、カルプロテクチン、プロ
トロンビン、バイクニン、フィブロネクチン）の局在と動態を観察する。また、腎組織中
の結石マトリックス遺伝子の定量 RT-PCR、in situ hybridization を行い発現変化を確
認する。さらに、OPN ノックアウトマウスの雌雄を導入し、これを用いて、前年度に行っ
た wild type マウスの研究に準じ、電子顕微鏡を用いて細胞障害について観察し、エス
トロゲンの抗酸化作用と結石マトリックス蛋白の発現との関連について明らかにする。 

Ⅲ．エストロゲン様作用物質の投与による結石抑制効果 
・ 結石形成予防法の開発 

研究Ⅱで、結石形成において、ミトコンドリアの形態変化、酸化ストレス、細胞障害の発
生が、エストロゲンと関連があることを明らかにした上で、結石モデル動物に、エストロ
ゲン様の抗細胞障害物質（フェノールレッド、イソフラボン、当帰）を投与し、研究Ⅰ、
Ⅱに準じた解析を行うことで、結石予防効果を検証する。またこの成果を受け、結石患者
と健常人を対象とした前向き研究を計画し、結石予防効果の検討を行う。検体として尿、
血液サンプル、手術時の腎生検組織を用いて解析を行う。 

 
 
４．研究成果 

研究の着手にあたり、結石形成初期の腎尿細管細胞のミトコンドリア変化を雌雄間で比較
する予定であったが、「NaAsO2(亜ヒ酸ナトリウム)誘導性腎障害に対して、エストロゲンがオ
ートファジー活性を低下させることで雄の腎障害を増悪させる」とする逆説的な報告(Kimura 
A, et al. Toxicology. 2016)と、「FDG-PET による脂肪組織の構成解析の結果、女性の褐色脂
肪組織が男性より多い」という報告(女性 7.5％、男性3.1％)( Cypess AM, et al. N Engl J 
Med. 2009)を得た。本研究の基礎的な背景・仮説は、「エストロゲンが細胞傷害を軽快させ、
尿路結石を予防する。」であり、また精査によって脂質の構成要素が異なることを前提として
いなかった。このため、申請の研究に入る前にヒト組織を含めた研究を導入した。 

I. 尿路結石モデルにおける細胞傷害に関わる基礎的研究 
(ア) 尿路結石モデルマウスにおける腎尿細管細胞の微細構造観察 

 GOx 80mg/kg を 8週齢の C57BL/6 マウスに投与し、透過型電子顕微鏡を用いて腎尿
細管細胞内の微小構造を観察したところ、ミトコンドリアの形態異常を認めた。また、
これら傷害ミトコンドリアは尿細管管腔に集まっており、結石の核になっている可能
性が示唆された。結石形成マウスでは、in vitro 研究と同様に腎組織の Il-6 や TNF-
αの発現が有意に増加し、SOD-1 発現は有意に低下した。また細胞内の ROS発生も有
意に上昇した。In vitro 研究に順じ、NAC をグリオキシル酸と同時に腹腔内投与し
たところ、ROS の低下と mTOR シグナルの抑制を通じてオートファジーが更新し、細
胞内の酸化ストレスが有意に抑制され、腎結石形成も有意に抑制される結果を得た 
(図 2)。 

(イ) 腎尿細管細胞モデルを用いた微細構造観察 
 マウス腎尿細管細胞(M1)に対してシュウ酸Ca一水和物(COM)結晶を添加し、ミトコ
ンドリアの傷害を検討した。ミトコンドリア外膜の蛋白である TOMM20 の発現は添加
により有意に低下し、一方でミトコンドリア由来の活性酸素種は有意に増加した。さ
らに尿細管細胞における炎症および酸化ストレス関連遺伝子の発現と細胞内障害に
関わる形態学的観察を行った。COM 結晶の暴露時間に比例して、オートファジーが有



意に低下し、IL-6 や TNF-αなどの炎症性サイトカインの発現が増加し、酸化ストレ
ス関連遺伝子 SOD-1 の発現は有意に低下した。さらにミトコンドリア由来の活性酸素
種（ROS）を検出するため MitoSOX®染色を行い、結晶暴露が ROS を有意に増加させる
ことを同定した。この事に対し、エストロゲン欠乏(卵巣摘除)による骨塩減少を抑制
できると報告がある抗酸化物質 N-acetyl-L-Cysteine（NAC）を投与する研究を行っ
た。この結果、ROS を制御すると、オートファジーの上流の制御因子であり、その up-
regulationによりオートファジーが低下するmTORシグナルが有意に抑えられること
が判明した。 
  

II. 褐色脂肪細胞に着眼した尿路結石形成についての研究 
 褐色脂肪組織は、熱産生を行うために遊離脂肪酸を消費することが知られている。この
ため、褐色脂肪組織の活性化はメタボリックシンドロームの改善をもたらすと期待されて
いる。先行研究の結果から、女性における褐色脂肪組織の優性と結石有病率の低さは、性
ホルモンの影響を検討する前に検討しておく課題として導入した。すなわち褐色脂肪組織
による脂質代謝をコントロールすることで、尿路結石が抑制されるのではないかと考えた。 

(ア) 尿路結石モデルマウスにおける褐色脂肪組織の移植実験 
 8 週齢 C57BL/6 マウス(雄)を用いて、肩甲骨間に存在する褐色脂肪組織の移植実験
を行い、結石モデルマウスの手法で結石を形成させた。移植した群では Sham 手術を
行った群と比較して、結晶形成量が有意に少なかった。 

(イ) 尿路結石モデルマウスにおけるベージュ細胞誘導研究 
 褐色脂肪組織(BAT)の除去実験と、白色脂肪細胞から褐色脂肪様細胞(ベージュ脂肪
細胞)への分化誘導実験を行った。ベージュ脂肪細胞への分化誘導には、β3 作動薬
を使用した。BAT 除去群の腎結石形成量は BAT 非除去群の 2.1 倍であった(P<0.05)。
BAT 除去群で BAT 非除去群と比較して、腎の Ccl2、Emr1、Tnf 発現が高く、Sod1 発
現が低かった。ベージュ脂肪細胞分化誘導群（β3 群）の腎結石形成量は、Control 
群の 0.17 倍であった(P<0.05)(図 3)。透過型電子顕微鏡で観察すると、β3群では、
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図 2 NAC の投与による細胞内のオートファジー亢進と腎結石形成の抑制 
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図 3 褐色細胞組織除去とベージュ細胞分化誘導による腎結石形成量の変化 



脂肪細胞内における脂肪滴の縮小化とミトコンドリア数増加を認めた。また、β3群
では、脂肪組織内の Ucp1 発現が高く、腎 Ccl2、Emr1の発現が低く、Sod1 発現が高
かった。 
 以上より、ベージュ脂肪細胞は熱産生を通じて抗メタボリックシンドローム効果を
発揮するだけでなく、尿路結石形成を予防しうるという結果を報告した。(Sugino T, 
et al. Am J Physiol Renal Physiol. 2019)  

III. ヒト腎組織にけるエストロゲン関連遺伝子発現解析 
 私たちは、腎結石形成に対する性ホルモンの働きを調べるため、腎結石の原基とされる
腎乳頭部プラーク (Randall’s plaque)の生検を行い、マイクロアレイによる網羅的遺伝
子発現解析を行った。シュウ酸カルシウム結石患者 23 名から、プラーク部位の乳頭粘膜
組織、プラークのない正常粘膜組織を採取し、さらに非結石患者 6名の正常乳頭粘膜組織
を対照とした。 
 結果として、プラーク部位の乳頭粘膜では、正常粘膜と比較して ESR1（estrogen 
receptor 1）の遺伝子発現が 2 倍以上に亢進していた。また IPA（Ingenuity Pathway 
Analysis）による canonical pathway 解析から、結石患者の乳頭粘膜組織（プラークおよ
び非プラーク部位）で発現亢進する遺伝子群には Androgen Signaling, Sperm Motility
に関与するものがあった。また、disease and function 解析からも、結石患者の乳頭粘膜
組織で発現亢進する遺伝子群はCategory-Endocrine System Development and Function, 
Molecular Transport, Small Molecule Biochemistry, Annotation-secretion of hormone
に関与していた。これらの結果から、結石患者の腎乳頭部では、エストロゲンレセプター
およびアンドロゲン代謝の異常が起こっていることが考えられた。 
 

 本研究は、直接的なエストロゲン投与でなく、女性の褐色細胞活性の優位性と抗酸化ストレ
スによるオートファジーの亢進に着眼した研究に移行し、それぞれに結果を得た。この成果は
尿生化学のみを中心に評価される尿路結石予防に一石を投じるものであり、今後臨床研究へと
繋げていきたい。 
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