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私たちは、シュウ酸前駆物質であるグリオキシル酸の投与により尿路結石モデルマウスを

確立した。その過程で、尿細管細胞傷害が結晶の付着・凝集を亢進することを報告した。ま

た、ヒト検体を用いた解析で、炎症や酸化ストレスが結石形成を促進することを報告した。

以上のことから、“腎尿細管上皮細胞の傷害が結石形成を促進する”という全く新しい概念

を提唱した。傷害を受けた細胞はオートファジーを誘導する。2 重膜構造を持つオートファ

ゴソームが、傷害ミトコンドリアやリソソームなどのオルガネラを囲いこみ、それらがリソ

ソームと融合することでオートリソソームとなり、内容物が処理される。オートファジーと

結石形成との関係に関する報告はなく、メカニズムの解明と予防法に応用可能であると考

えた。本課題では、以下の 3 つの観点からオートファジー機構の解明と、尿路結石のバイオ

マーカーの開発、さらにその制御による尿路結石の新規治療薬の開発を試みた。 

[1] シュウ酸Ｃａ結晶によるマウス腎尿細管細胞でのオートファジーとオルガネラの解析 

[2] 遺伝子改変マウスを用いたオートファジーの検討 

[3] オートファジー制御薬による尿路結石予防効果の検討 

In vitro 研究では、マウス由来腎尿細管細胞に対してシュウ酸カルシウム 1 水和物結晶 20

μg/cm2を 2、4、6、8 時間暴露させたのち、オートファジー関連蛋白の Western-blot でオ

ートファジーフラックスを、オルガネラの蛍光免疫染色で細胞内障害を、偏光顕微鏡で細胞



への結晶付着量を検討した。また、tandem fluorescent-tagged LC3 を細胞に transfection

し、オートファジーの活性を評価した。In vivo 研究ではオートファゴソーム可視化マウス

(GFP-LC3 transgenic mice)を作成し、シュウ酸前駆物質であるグリオキシル酸（GOX）

80mg/kg を連日腹腔内投与し 6、12、24 時間後、2、4 日後に腎を摘出し、偏光顕微鏡で結

石形成量を、透過型電子顕微鏡で細胞内の変化を観察した。オートファジー制御の実験では、

促進薬であるラパマイシン 2mg/kg/day を連日投与し結石の予防効果を検討した。In vitro

では、結晶暴露でオルガネラの障害が起こり、それらを処理するためにオートファジーの発

現が上昇した。細胞への結晶付着量は暴露 8 時間後でオートファジーを抑制することによ

り上昇した。In vivo では、腎結石は GOX 投与 1 日目以降で上昇した。電子顕微鏡像では、

GOX 投与 12 時間後以降でオートファジーの産物を認めたが、投与 2 日目以降では傷害を

うけたオルガネラや空砲が目立った。Western-blot では、結石が増加するとともにオート

ファジーの発現は低下し、GFP-LC3 マウスでも LC3 の発現は低下した。さらにオートフ

ァジー促進薬であるラパマイシンを投与したマウスでは、結石が優位に抑制された。 

本研究から、シュウ酸カルシウム結晶負荷により、細胞内のオルガネラ傷害や活性酸素が発

生し、それらを処理するためにオートファジーが引き起こされることがわかった。オートフ

ァジーは腎結石形成過程において、細胞の恒常性を維持し、結石を抑制する働きをすること

から、オートファジーの制御による新たな結石治療の開発が期待される。 

 

２．実施内容および成果の説明 

(1) シュウ酸Ｃａ結晶によるマウス腎尿細管細胞でのオートファジーとオルガネラの解析 

マウス尿細管細胞(M-1 細胞)へ、シュウ酸Ｃａ1 水和物(COM)結晶(20ng/cm2)を添加し、

結晶暴露 0,2,4,6,8 時間後に細胞を回収した。まず結晶による細胞内の変化をオルガネラ

の免疫染色で評価した。ミトコンドリアは外膜タンパクである TOMM20 抗体を使用し

た。リソソームの酸性化障害は、膜タンパク LAMP1 を用いて内部の酸性化は 

Lysotracker を使用した。オートファジーの活性は、関連蛋白である LC3 に、RFP(Red)

と GFP(Green)を融合させた tandem fluorescent-tagged LC3(tfLC3)を細胞にトランスフェ

クションし、評価した。GFP シグナルはリソソーム内の環境下で蛍光が減弱するのに対

し、RFP は同環境下でも安定であるため、RFP シグナルの増強はオートファジー亢進を

意味する。  

 



A：COM 結晶によりミトコンドリアが経時的に障害される 

B：COM 結晶によりリソソームの酸性障害（Lysotracker red の低下）を認める 

C：COM 結晶により 4時間で RFP シグナルは増加するがその後は低下する 

 

上記結果からシュウ酸 Ca結晶はオルガネラの障害をもたらす。オートファジーは障害オル

ガネラ処理のため一時的に誘導されるが、結晶の暴露が長くなると活性が低下し、オルガネ

ラ障害も顕著となる。 

 

 

 



(2) 遺伝子改変マウスを用いたオートファジーの検討 

オートファジー可視化マウス (GFP-LC3#53 マウス )に、シュウ酸前駆物質である

GOX80mg/kg を腹腔内に連日投与し、尿路結石形成とオートファジーの関連を評価した。 

 

 

A：オートファジー関連タンパク LC3 が結石形成前で増加するが、結石形成後低下する。 

B：腎結石は GOX 投与 24 時間以降で有意に増加した。 

C：透過型電子顕微鏡（TEM）では結石形成前でオートファゴソームやリソソームが目立つ

が、結石形成後では障害オルガネラが顕著となる。 

 

上記結果から、オートファジーは結石形成前誘導されるが、その低下によりオルガネラの障

害が顕著となり、結石形成も有意に増加した。 

実験(1), (2)からオートファジーの低下がオルガネラの障害を増加させ、結石形成を惻隠し

ている可能性が示唆された。 

 

(3) オートファジー制御薬による尿路結石予防効果の検討 

GFP-LC3#53 マウスにオートファジー促進薬であるラパマイシンを投与し結石の予防効

果を検討した。 



 

A：ラパマイシンを投与した群では LC３が増加しておりオートファジーが亢進した。 

B：ラパマイシン投与群ではコンントロールに比較し結石形成を抑制した。 

C：TEM でもラパマイシンはオートファジーを亢進し、結石を抑制することがわかる 

 

上記結果から mTOR インヒビターであるラパマイシンは、結石モデルマウスにおいてオー

トファジーを亢進し、結石の形成を有意に抑制することがわかった。しかしながら GOX 

を 4 日間投与すると、その細胞毒性がオートファジーの保護作用を上回り、結石形成予防

効果を示さなかった。 



３．まとめ 

本研究から、オートファジーの低下が腎結石形成の原因となっていることが示唆された。 

より特異的なオートファジー促進による結石予防薬の開発を今後目指していきたい。 

 

シュウ酸 Ca 結晶が細胞内のオルガネラを障害。通常オートファジーにより処理されるオル

ガネラは、オートファジーの低下により残存し、活性酸素種や酸化ストレス、炎症を引き起

こす。それら細胞に有害な物質は、結晶の凝集、成長、接着を促進し、腎結石形成を促進す

る。（図５） 
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