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研究成果の概要（和文）：投与6日目のWTでは結石形成を認めなかったが、ob/obでは皮髄境界部を中心に有意に腎結石
が形成された。Gene ontology解析では、分子機能のうち接着のカテゴリーの比率が最も高く（68.6%）、有意差を認め
た。マイクロアレイ解析より2群間に有意差をもつ遺伝子群の中から接着に関連するSpp1、Fn1、Icam1、Col3a1の4遺伝
子を同定した。これら4遺伝子の定量PCRでは、投与6日目のob/obは、WTと比べ有意に発現が多かった（p<0.05）。OPN
、FN、ICAM1、COL3A1の免疫染色においても、ob/obはWTと比べ有意に発現が多かった。

研究成果の概要（英文）：There was no stone formation in WT mice, but significant renal crystal formation 
around the cortico-medullary junction was observed in ob/ob mice on day 6.　Gene ontology analysis showed 
significant inter-group differences, with the highest ratio in the molecular function category of 
adhesion (68.6%, p = 1.25 × 10-9). Furthermore, 4 adhesion-related genes, Spp1, Fn1, Icam1, and Col3a1, 
showed significant inter-group differences in expression in the microarray analysis. The expression 
levels of these 4 genes on day 6 were significantly higher in ob/ob mice than in WT mice (p < 0.05) by 
quantitative PCR. The protein expression levels of these 4 factors were also significantly higher in 
ob/ob than in WT mice by immunohistochemical staining.　The present study showed that MetS-associated 
renal crystal formation increased the expression of atherosclerosis-related factors, indicating that cell 
adhesion plays an important role in renal crystal formation as well as in arteriosclerosis.
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１．研究開始当初の背景 

世界における腎結石症の罹患率は、20 世

紀後半以降、年齢・性別・人種に関係なく

増加傾向を示している。結石罹患率増加の

原因として、食生活の変化、とくに脂質、

動物性タンパク質摂取量の増加が指摘さ

れている。これまでに私たちは「腎結石を

メタボリックシンドローム（以下メタボ）

の一疾患」として捉え、腎の遺伝学的環境

変化に注目し研究を行ってきた。 

腎結石とメタボ ：腎結石の成因はメタボ

と関連していると近年考えられている。

Tayler らは 20 万人の追跡調査により、肥

満・体重増加と腎結石リスクとの関連性を

示した。一方、私たちは腎結石内に含まれ

る有機物質(マトリックス)であるオステ

オポンチンが、動脈硬化発生時にも発現し、

腎結石と大動脈の石灰化に高い相関性が

あることを示した。 

メタボと細胞接着分子 ：動脈硬化はメタ

ボの主病態である。動脈硬化の発症機序は、

血管内皮細胞に発現した細胞接着分子が

血中LDLと共に白血球を間質へ移動させ動

脈硬化巣を形成する。この際に細胞接着因

子であるセレクチン、フィブロネクチン、

ICAM1 をはじめとして細胞接着分子の発現

増加が明らかとなっている。 

腎結石と細胞接着分子 ：結石形成におい

ても細胞接着因子であるフィブロネクチ

ン、ICAM1 が結石形成時にその発現が増加

し結石関連遺伝子の1つであると報告され

ている。しかし、その発現増加機序は明ら

かになっていない。 

 

２．研究の目的 

「腎結石はメタボの一疾患」であり、動脈

硬化と発症機序が似ていることを、私たち

は報告した。これまでにメタボモデルマウ

スを用いて、メタボ環境下では結石形成が

促進することを証明した。また、同マウス

におけるDNAマイクロアレイ解析にて網羅

的に検討し、メタボ環境下における結石関

連遺伝子として2種類の細胞接着分子を同

定した。これらの結果を踏まえ、本研究で

は、これらの細胞接着分子が関わる結石形

成機序を次の 2つの研究から解明する。 

研究 1 :メタボ環境下における結石作成と 

細胞接着分子の発現評価 

研究 2 :脂肪細胞が関与する腎尿細管上皮 

細胞とシュウ酸カルシウム結晶の 

接着能の検討 

 

３．研究の方法 

【研究1メタボ環境下における結石作成と細

胞接着分子の発現評価-In vivo-】 

メタボリックシンドロームモデルマウ

スとして、ob/ob マウス(B6.V-Lepob/J)を

購入し、当大学動物実験センターにて管

理、交配させ、研究での必要数(wild type, 

ob/ob マウス各 30 匹)まで繁殖する。

ob/ob マウスの genotyping は、尻尾より

抽出した DNA に対し PCR を行い、制限酵

素による PCR 産物の断片化をゲル電気泳

動にて確認して行う。また繁殖の間、迅

速、正確な genotyping のために、TaqMan® 

probe を用いた SNP typing assay の技術

を応用したプライマー・TaqMan probe®を

設計し方法を確立する。すでにシュウ酸

前駆物質であるグリオキシル酸の腹腔内

投与で ob/ob マウスのみに結石形成を認

める至適濃度もグリオキシル酸 50ｍｇ

/kg と確立している。以下に分けて行う。 

結石モデルの作成：wild type と ob/ob

マウスに対し、グリオキシル酸を腹腔内

投与（各 6 匹）し結石形成モデルを作成

する。 

結石関連物質の測定：投与 0 日目と投与

5 日目に 24 時間蓄尿を行い、シュウ酸, 

クエン酸, カルシウム, リン, マグネシ

ウムなどの結石関連物質の尿中排泄量を

測定する。また、投与 6日目に sacrifice

し、血清、腎を採取する。血清から結石

関連物質（カルシウム、リン、マグネシ



ウム、クレアチニン）や脂質関連物質（遊

離脂肪酸、総コレステロール、中性脂肪）

を測定する。 

結石形成量・形態の評価：摘出腎からは

Pizzolato 染色と偏光顕微鏡により、結石

形成の確認と画像解析ソフトである

Image pro plus software をもちいて結石

形成量を定量化する。 

細胞接着分子・結石マトリックスの評

価：摘出腎において各遺伝子、蛋白発現

を定量 PCR、免疫染色、Western blotting

にて検討する。（細胞接着分子：フィブロ

ネクチン、ICAM1、VCAM1、コラーゲン 結

石マトリックス：オステオポンチン、サ

イトカイン：TNF-α） 

【研究 2 脂肪細胞が関与する腎尿細管上皮

細胞（M-1）とシュウ酸カルシウム一水和

物（COM 結晶）の接着能の検討-In vitro-】  

アディポサイトカインの機能解析を目

的として脂肪細胞とマクロファージの

cell line を用いた共培養研究法がすでに

確立されている。マウス尿細管上皮細胞

（M-1）、マウス脂肪細胞（3T3－L1）を別々

に継代し、安定した cell line が確立した

後に研究を行う。マウス腎尿細管上皮細胞

（M-1）のシュウ酸カルシウム一水和物

（COM）結晶付着能と付着した結晶形態、

サイトカインの発現について評価する。さ

らに、メタボ環境を再現するために脂肪細

胞との共培養によって評価する。培養液を

回収し細胞接着分子（フィブロネクチン、

ICAM1、VCAM1、コラーゲン）、結石マトリ

ックス（オステオポンチン）、サイトカイ

ン（TNF-α）の遺伝子、蛋白発現を定量 PCR、

Western blotting にて評価する。結晶接着

能の定量は、14C で作成した COM 結晶を用い

て行い添加するCOM結晶の濃度は33 ～267 

g/cm2 とする。 

 

４．研究成果 

【研究1メタボ環境下における結石作成と
細胞接着分子の発現評価-In vivo-】 

グリオキシル酸 50mg/kg を各マウス投与

しメタボモデルマウスにおける結石モデ

ルを作成した。血清、尿中における結石関

連物質は WT、ob/ob 間、グリオキシル酸投

与前後で比較しても有意差は見られなか

った。一方、脂質関連物質では WT、ob/ob

間で有意差を認めた（p<0.05）。ただし、

投与前後では有意差を認めなかった。WTで

は結石形成を認めなかったが、ob/ob では

有意に腎結石が形成された。Gene ontology

解析では、分子機能のうち接着のカテゴリ

ーの比率が最も高く（68.6%）、有意差を認

めた。マイクロアレイ解析より 2群間に有

意差をもつ遺伝子群の中から接着に関連

する Spp1、Fn1、Icam1、Col3a1 の 4 遺伝

子を同定した。4 遺伝子の定量 PCR では、

ob/ob は、WT と比べ有意に発現が多かった

（p<0.05）。また、Tnf-αも同様に発現が

多かった。OPN、FN、ICAM1、COL3A1、TNF-

αの免疫染色においても、ob/ob は WT と比

べ有意に発現が多かった（p<0.05）。 

【研究 2 脂肪細胞が関与する腎尿細管上

皮細胞（M-1）とシュウ酸カルシウム一水

和物（COM 結晶）の接着能の検討-In 

vitro-】 

M1細胞を回収しSpp1、Fn1、Icam1、Col3a1、

Tnf-αの 5 遺伝子を定量 PCR した。4 遺伝

子の定量PCRでは脂肪細胞との共培養によ

り発現亢進を認めた（p<0.05）。また、培

養液を回収し OPN、FN、ICAM1、COL3A1、TNF

⁻αの免疫染色においても、脂肪細胞との

共培養では有意に発現が多かった

（p<0.05）。 
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