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研究成果の概要（和文）： 私たちは、結石モデル動物に CsA を投与することで結石の形成が有

意に抑制されることを明らかにした。また、mPTP 開口を阻止してミトコンドリア傷害を予防す

ることで酸化ストレスの発生やアポトーシスを抑制することに成功した。これらの結果から尿

路結石の初期形成では、cyclophilin D 活性を介した mPTP の開口が酸化ストレスやアポトーシ

スの起因となり腎尿細管細胞傷害の原因となることが明らかになった。本研究は、尿路結石症

の新規治療薬の開発に応用できると考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）： We have shown that the kidney stone formations are significantly 

suppressed by the administration of CsA. In addition, we have succeeded in suppressing 

apoptosis and generation of oxidative stress by preventing mitochondrial collapes by 

blocking the mPTP opening. The result of this study showed that the mPTP opening via 

cyclophilin D activity induced the renal tubular cell injury through the apoptosis and 

oxidative stress in the initial process of kidney stone formations. I thought that this 

study can be applied to the development of new therapeutic agents for kdneystone disease. 
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１．研究開始当初の背景 

尿路結石の形成を促進させる腎尿細管細胞

傷害は、酸化ストレスやアポトーシスが原因

となりミトコンドリアが関与すると考えら

れているが、未だ詳細なメカニズムは明らか

になっていない。心臓、肝臓では、ミトコン

ドリア二重膜に存在する Mitochondrial 

Permeability Transition Pore (mPTP) の開

口がミトコンドリアを介した細胞傷害の起

因となることが報告されている。 

 

２．研究の目的 

今回、私たちは mPTP 開口がミトコンドリア

内膜側に存在する cyclophilin D の活性に依

存していることに着目し、尿路結石形成時に

おける腎尿細管細胞傷害のメカニズムにつ

いて in vitro および in vivo 研究で検討し

た。 

 

３．研究の方法 

（１）in vitro 研究；ラット腎尿細管培養細

胞（NRK52-E）にシュウ酸カルシウム一水和

物（COM）結晶（100µcm2）を添加した。

cyclophilin D 活性阻害作用を有するシクロ

スポリン（CsA）（2µM）投与群と非投与群と

で、酸化ストレスマーカーである superoxide 

dismutase（SOD）および 4-HNE の発現を

western blotting で、ミトコンドリア傷害に

ついては tetramethylrhodamin ethyl ester

によるミトコンドリア染色により経時的に

観察した。 

（２）in vivo 研究；8 週齢雄の Sprague - 

Dawleyラットに 1％エチレングリコール（EG）

を自由飲水で投与し結石モデルラットを作

成した。CsA を 2.5、5．0、10.0mg/kg/day の

濃度に振り分け結石モデルラットへ胃管投

与し、7、14 日目に腎、血液および 24 時間尿

を採取した。結石形成については Pizzolato

染色および偏光顕微鏡で観察し、腎断面積あ

たりの結石占有面積比で定量化した。ミトコ

ンドリアの形態については透過型電子顕微

鏡で検討した。また、酸化ストレスや細胞傷

害については、酸化ストレスマーカーである

superoxide dismutase （ SOD ） 、

malondialdehydo （ MDA ） 、

8-hydroxi-2’-deoxiguanosine（8-OHdG）、

ミトコンドリアを介したアポトーシス関連

蛋白である cytochrome c および cleaved 

caspase 3 をそれぞれ免疫組織染色で検討し

た。 

 

４．研究成果 

（１）in vitro 研究；COM 結晶を添加後、SOD

の発現は低下、4-HNE の発現は増加し、ミト

コンドリアの染色強度は経時的に低下した。

一方、CsA 投与により COM 結晶添加後も SOD

および 4-HNE の発現やミトコンドリアの染色

強度に変化は見られなかった。 

 

（２）in vivo 研究； CsA 非投与群(EG)では

腎の皮髄境界部を中心に結石形成が認めら

れ、ミトコンドリアの二重膜は断裂し、内部

不正な構造を示した。また、SOD は発現低下、

MDA、8-OHdG、cleaved caspase 3 は発現増加

を示した。一方、CsA 投与群(EG+CsA)では結

石形成が CsA 非投与群と比べて有意に減少し、 



（CsA 非投与；0.994% ± 0.287、

CsA2.5mg/kg/day；0.018% ± 0.004、

CsA5.0mg/kg/day 投与；0.019% ± 0.013、

CsA10.0mg/kg/day 投与；0.002% ± 0.001） 

 

ミトコンドリアは二重膜が保たれた正常な

形態を示した。また、CsA 非投与群と比較し

SODは発現増加、MDA、8-OHdG、cleaved caspase 

3 は発現が有意に低下していた。CsA の濃度

間に有意な差は認めなかった。 

 

私たちは、CsA 投与することで結石の形成が

有意に抑制されることを明らかにした。また、

mPTP 開口を阻止してミトコンドリア傷害を

予防することで酸化ストレスの発生やアポ

トーシスを抑制することに成功した。これら

の結果から尿路結石の初期形成では、

cyclophilin D 活性を介した mPTP の開口が酸

化ストレスやアポトーシスの起因となり腎

尿細管細胞傷害の原因となることが明らか

になった。本研究は、尿路結石症の新規治療

薬の開発に応用できると考えられた。 
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