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研究成果の概要（和文）：Ⅰ. 抗オステオポンチン(OPN)抗体を用いた分子標的治療薬：抗オステオポンチン抗体を作
成し、モデルラットで結石の形成抑制を行い、あらたな分子標的治療薬の可能性を拓いた。Ⅱ. 腎尿細管細胞ミトコン
ドリア障害に着目した治療薬：ミトコンドリア膜輸送体であるcyclophilin Dのノックアウトマウスを用いて、結石形
成機序を解明し、その制御薬による結石抑制を試みた。Ⅲ. マクロファージ（Mφ）による結晶貪食作用を応用した結
石溶解療法：Mφ機能不全マウスを用い、結石形成・消失の動向を検証した。MφをM1 MφとM2 Mφにわけて評価し、M2
Mφが微小結石を消失させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：(1) Thrombin-cleaved osteopontin plays an important role in formation of renal 
calcium crystals and that 35B6-Ab contributes to the remarkable inhibition of early-stage renal crystal 
formation by preventing renal tubular cell injury and crystal-cell attachment. (2) To experimentally 
evaluate the clinical application of N-methyl-4-isoleucine cyclosporin, a novel selective inhibitor of 
cyclophilin D activation.We first report a new treatment agent determining renal calcium crystallization 
through cyclophilin D activation. (3)M2Mφ transfusion directly suppressed crystal formation and the 
marked crystal phagocytic ability of M2Mφs.

研究分野： 泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 
 
尿路結石の形成は、結晶の核形成・成長・

凝集・結石化の 4過程で形成される。私達は、
その過程に OPN などの有機物質が係わり、
腎尿細管細胞のミトコンドリア障害が、尿路
結石の起因になっている分子機構を解明し
た。本研究では、これらの研究成果を踏まえ、
尿路結石の新規治療薬の開発を統合的に推
し進める。 
（１）抗オステオポンチン(OPN)抗体を用い
た分子標的治療薬の開発：私達は、尿路結石
内にわずか数％含まれる有機物質の成分と
して OPN などを同定した。次いで、有機物
質が係わる分子機構を世界に先がけて解明
した。さらに、OPN 遺伝子欠損マウスと、
結石形成に係わる 2 つの機能ドメイン（細胞
接着部位、Ca 結合部位）の変異マウスを作
成し、尿路結石は OPN の存在下で、結晶が
尿細管細胞と接着し、成長して形成される機
序を解明した。この結果から、細胞接着部位
に隣接するトロンビン切断部位 (活性型
OPN)に対する特異的な抗体を作成し、結石
形成部位に発現が一致することを証明した。
本研究では、この抗体を用いた分子標的治療
薬の開発を目指す。 
（２）腎尿細管細胞ミトコンドリア障害に着
目した治療薬の開発：尿路結石の形成初期に
は、酸化ストレスにより、腎尿細管細胞のミ
トコンドリア障害が生じ、細胞の崩壊物質が
尿中結晶と結合して、結石の核を形成するこ
とを見いだした。次いで、ミトコンドリア障
害が MPTP の開口異常で生じることに着目
し、その阻害剤であるサイクロスポリン A 
(Cys A)を用い、結石形成が抑制されることを
証明した。本研究では、Cys A より阻害作用
が強い NIM811 を用いて予防薬の開発に向
けた研究を進める。 
（３）マクロファージ（Mφ）による結晶貪
食作用を応用した結石溶解療法の開発：私達
は、腎 Mφが結晶を貪食し、「尿路結石が自
然消失する」という、これまでの概念では考
えにくい現象を発見した。さらに Mφ機能不
全マウス（op/op マウス）で結石形成が促進
することを証明した。本研究では、Mφによ
る結石形成前の微小結石の消失を試みる。 
 
２．研究の目的 
 
私達は、尿路結石の予防法は、無機物質が

対象であったことに限界を感じ、有機物質の
成分を同定し、分子機序を解明するなど、結
石学の概念を変えるいくつかの発見をして
きた。本研究では、それらの研究成果を踏ま
え、以下の 3 つの観点から新規治療薬の開発
を行う。 

 
（１）抗オステオポンチン(OPN)抗体を用い
た分子標的治療薬の開発：結石マトリックス
成分であるオステオポンチン(OPN)の抗体を

作成し、モデル動物を用いて結石抑制効果を
証明する。 
（２）腎尿細管細胞ミトコンドリア障害に着
目した治療薬の開発：腎尿細管細胞のミトコ
ンドリア膜輸送体（MPTP）の開口異常によ
り、尿路結石の初期形成が始まることを発見
した。本研究では、MPTP の開口阻害剤を用
いた予防薬の開発を行う。 
（３）マクロファージ(Mφ)による結晶貪食
作用を応用した結石溶解療法の開発：腎マク
ロファージ（Mφ）の貪食作用により、モデ
ル動物の結石が消失する現象を発見した。本
研究では、Mφによる結石消失機序を解明し、
微小結石の溶解療法の開発に向け応用研究
をする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）抗オステオポンチン(OPN)抗体を用い
た分子標的治療薬の開発：C57BL6 マウスに
グリオキシル酸を 9日間連続して腹腔内投与
して結石モデルラット阻止した。切断型オス
テオポンチンの 162SLAYGLR168 に反応す
る抗体を作成し、投与して結石形成について、
抗体の抑制効果を検討した。 
（２）腎尿細管細胞ミトコンドリア障害に着
目した治療薬の開発：①尿路結石の形成過程
におけるミトコンドリア膜活性化因子
cyclophilin D の機能解明 MPTP の中心構造
である cyclophilin D の尿路結石の形成過程
における生理学的な機能および生態学的な
役割を検証し、結石形成の予防法へ応用する。
cyclophilin D 欠損マウスと wild type で、腎
尿細管細胞やミトコンドリアの形態、細胞内
カルシウム濃度、酸化ストレスなどの変化を
画像解析と発現の定量化で比較、評価する。
②MPTP 特異的阻害剤 NIM811 投与による
結石予防効果：サイクロスポリン A のように
免 疫 抑 制 作 用 を 持 た な い が ､
MPTP(mitochondria permeability 
transitional pore) の 中 心 構 造 で あ る
cyclophilin D (CpD)を特異的に阻害する
NIM811 (N-Methyl-4-isoleucine 
cyclosporine)を用いる。腎尿細管培養細胞
(MDCK)においてシュウ酸カルシウム結晶の
暴露が引き起こすミトコンドリア崩壊を介
したアポトーシスの発生を NIM811 が抑制
できるかを評価する。その後、結石モデルラ
ットにおける結石形成をNIM811(2～200mg 
/kg/day)が抑制するか評価する。 
（３）マクロファージ（Mφ）による結晶貪
食作用を応用した結石溶解療法の開発：
M-CSF 欠損マウス（op/op マウス）と野生型
マウスの腎を摘出し、炎症型 M1 マクロファ
ージと抗炎症型 M2 マクロファージに対する
抗体を使用して、マクロファージの出現の様
式の違いを検討した。シュウ酸前駆物質であ
るグリオキシル酸を連続投与し、op/op マウ
ス、ヘテロ、野生型の結石形成について検討
した。さらに op/op マウス、ヘテロ、野生型



には、M-CSF を投与し、同様に検討した。 
 
４．研究成果 
（１）抗オステオポンチン(OPN)抗体を用い
た分子標的治療薬の開発：結石モデルマウス
では、結石は花弁状に形成されていたが、抗
切断型オステオポンチン抗体の投与により、
結石形成が抑制された。また、抗切断型オス

テオポンチン抗体の投与によって、結石の前
段階の砂状の結晶のみが形成されていた。 
（２）腎尿細管細胞ミトコンドリア障害に着
目した治療薬の開発：①結石モデルマウスで
は、ミトコンドリアの形態異常がおこり、酸
化ストレスが発生し、結石が形成されたが、
cyclophilin D 欠損マウスでは、ミトコンドリ
アの形態が保たれ、酸化ストレスの発生は亢

進せず、結石の形成も抑制されていた。②腎
尿細管細胞のミトコンドリア内に存在する
cyclophilin D（CypD）が活性化することで
ミトコンドリア傷害が生じ、細胞傷害を介し
て結石形成を促進することを発見した。EG 投
与により結石形成がみられ、ミトコンドリア
の二重膜は断裂し、内部構造は乱れ、SOD の
発現低下、MDA の産生亢進、cleaved caspase3
の発現亢進を認めた。NIM の投与により、結
石形成は EG 群より有意に低下し、ミトコン
ドリアは形態が保たれ、SOD の発現亢進、MDA
の産生低下、cleaved caspase 3 の発現低下
がみられた。CypD の活性化は結石形成の促進
因子となり、NIM811 は尿路結石に対する新た
な治療薬になることがわかった。 

（３）マクロファージ（Mφ）による結晶貪
食作用を応用した結石溶解療法の開発：
MCSFの欠損マウスである op/opマウスのマ
クロファージについて、炎症性 M1 マクロフ
ァージと抗炎症性 M2 マクロファージのそれ
ぞれの表面抗体を用いて評価すると、op/op
マウスの腎では M2 マクロファージが存在し
ないことを確認した。野生型に微量のグリオ
キシル酸を投与すると、野生型では結石が形
成されないのに対して、op/op マウスでは結
石が形成された。op/op マウスに M-CSF を
投与し、M2 マクロファージの誘導を促すと、
結石の形成は抑制することができた。M2 マ
クロファージが結石の消失現象にかかわっ
ていること、M-CSF による M2 マクロファ
ージの分化により結石が抑制できる可能性
が示唆された。 
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