
11

食習慣のメタボ化におけるマクロファージ表現型の 
変化に着目した尿路結石治療法の開発
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緒 言
尿路結石の生涯罹患率は食生活の欧米化に伴い上昇

し、100人中15人に達している。またその5年再発率は
40 ～50％と高く、医療のみならず経済を圧迫する社会
問題になっている。尿路結石患者は、肥満、高血圧症、
糖尿病、高脂血症を合併する人が多く、「尿路結石は、
メタボリックシンドローム（MetS）の一病態」と考え
られる。しかし、現在の尿路結石の治療法は、内服薬に
よる排石促進や、外科的治療による結石破砕であり、分
子生物学的観点からの治療法は確立されていない。
私たちは、横断研究やモデルマウスを用いた研究に

おいて、尿路結石が、MetSの1つである動脈硬化病変
と類似していることを発見した1）。またこの現象の中
で、結石の形成に伴い腎間質のマクロファージ（Mϕ）
数が増加し、結晶を貪食している像を発見した。これら
の結果から、私たちはマイクロアレイ解析を行い、腎結
石の形成と消失には①腎尿細管細胞への結晶の付着、
②結晶塊の間質移行、③ケモカイン・サイトカインなど
の発現、④単球の走化・分化・血管内皮細胞との接着、
⑤Mϕの成熟・貪食・細胞内消化・抗原提示という、結
石の貪食処理メカニズムを推測した2）（図1）。
一方Mϕには、炎症に促進的に働くM1型と、抑制的

に働くM2型があると言われており3）、MetS環境下など
M1は脂肪細胞と関連があり、M2は組織修復に関係す
ることがわかっている4, 5）。私たちは脂肪細胞と腎尿細
管細胞の共培養システムを用い、尿細管上皮への結晶付
着時はM1関連遺伝子が高く発現し、脂肪細胞がそれを
促進すること6）、M2が機能不全となり相対的にM1有意
となったマウスでは、腎結石形成量が増加することを発
見した7）。
これらの研究成果を踏まえ、本研究ではMetSとMϕ

表現型との関連に着目し、尿路結石形成機序の解析を行
い、分子生物学的な治療法の確立を目指した基礎研究を
行った。

実験方法
1. 脂肪細胞・マクロファージ・腎尿細管細胞のパラク
ライン環境による尿路結石形成機序の解析
マウス尿細管上皮細胞（M-1）、脂肪細胞（3T3-L1）、

マクロファージ細胞（RAW264.7）を共培養し、パラク
ライン環境において、結晶が尿細管上皮細胞に及ぼす炎
症・作用を解析した。①control群：M-1、②脂肪細胞
群：M-1、3T3-L1の共培養、③Mϕ群：M-1、RAW264.7
の共培養、④脂肪細胞–Mϕ群：M-1、3T3-L1、RAW264.7
の共培養の4群を準備した。シュウ酸カルシウム一水化
物（COM）結晶をM-1に添加し、48時間後の付着量を
定量化した。また、各群のM-1のSpp1、Ccl2、Tnf、Il6
の発現を定量PCRで比較した。さらに、細胞間のパラ
クライン因子を調べるため、各群の培養液中のOPN、
MCP-1、TNF-α、IL-6の濃度をELISAで比較した。

2. 高脂肪食の投与によるメタボリックシンドロームモ
デルにおける尿路結石形成の評価
MetS環境下において、MetSの表現型およびアディポ

サイトカインが尿路結石の形成に及ぼす影響を、MetS
モデルマウスを用いて分子生物学的に解析する。MetS
モデルマウスとしてob/obマウス（B6.Cg-Lepob/J）を

図1　メタボリックシンドロームに類似した尿路結石形成にか
かわるマクロファージの働き
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用いた。野生型であるLeanを対照に、8週齢から普通
食を与えた群（Ctl群）、高脂肪食（HFD-60）を与えた
群（HFD群）、シュウ酸前駆物質であるエチレングリ
コール（EG）を自由飲水された群（EG群）と高脂肪食
とEGを与えた群（HFD+EG群）（各n=6）に分け、2週
後に血清、24時間尿、腎を採取した。腎組織中の結石
形成量を偏光顕微鏡と、シュウ酸カルシウム染色である
Pizzolato染色にて評価し、画像解析ソフトにて定量化
を行った。また結石およびMϕ関連遺伝子とアディポサ
イトカインをPCR、Flow cytometryを用いて定量、評
価した。
統計学的解析
SAS® ver9.1を使用し、各群間の有意差（p<0.05）は、

Mann–Whitney U検定およびANOVAにより検定を
行った。

結 果
1. 脂肪細胞・マクロファージ・腎尿細管細胞のパラク
ライン環境による尿路結石形成機序の解析
M-1へのCOM付着量は、control群と比較し、脂肪細

胞群2.06倍、Mϕ群1.98倍、脂肪細胞–Mϕ群3.24倍とい
ずれも有意に高値を示した（図2）。
定量PCRによるM-1細胞の発現解析は、control群と

比較し、脂肪細胞群ではCcl2とTnf、Mϕ群ではSpp1、
脂肪細胞–Mϕ群ではSpp1、Ccl2およびTnfがそれぞれ
有意に高値を示した（図3）。
またELISAによる培養液中のタンパク濃度の解析は、

control群と比較し、脂肪細胞群ではMCP-1、TNF-α、
Mϕ群ではOPN、脂肪細胞–Mϕ群では4因子すべて（OPN、
MCP-1、TNF-α、IL-6）が有意に高値を示した（図4）。

2. 高脂肪食の投与によるメタボリックシンドロームモ
デルにおける尿路結石形成の評価
HFD+EG群のOb/Obマウスでは、腎皮髄境界部を中

心にびまん性に、尿細管腔内に嵌頓するシュウ酸カルシ
ウムの結晶の沈着を認めた。Leanおよびその他の群で
は腎結石形成は認められなかった（図5）。
Ob/ObマウスはLeptin遺伝子の欠損に伴う過食によ

り、すべての群でLeanよりも1.7～2.0倍の体重を示した。
Ctl群のOb/Obマウスは、Leanと比べ、血中のCaおよ
びTC濃度、尿中のCa、P、およびMg排泄量が高値で
あった。HFD+EG群のOb/Obマウスでは、Leanと比
べ、血中Cr濃度が2.59倍、血糖値が1.91倍、中性脂肪
が6.53倍に増加していた。また、EGおよびHFD+EG群
では、LeanとOb/Obマウスとも、尿中のシュウ酸排泄
量が有意に高値を示した（data not shown）。
腎組織中のアディポサイトカインの発現では、Ctlお

よびHFD+EG群のOb/Obマ ウスではLeanに 比べ、
Adipoqの発現が有意に低値であったが、Ccl2、Il6、
Spp1、Tnfは他の群と比較しても有意に高値を示した
（図6A）。免疫組織化学染色からは、MCP-1、IL-6、

図2　腎尿管上皮細胞 (M-1）へのシュウ酸カルシウム1水和物
結晶の付着量

図3　腎尿管上皮細胞 (M-1）中の遺伝子発現解析

図4　培養液中の発現タンパク濃度解析
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図5　腎結石形成量

図6A　腎組織中のアディポサイトカイン (mRNA）の発現

図6B　腎組織中のアディポサイトカイン (タンパク）の発現
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OPN、TNF-αはOb/Obマウスの結晶沈着した尿細管上
皮細胞の管腔側を中心に、周囲の間質でも強胃発現を認
め、APNでは発現の低下を認めた（図6B）。
Flow cytometryによる腎組織中のM1およびM2の比

較では、HFD+EG群のOb/ObマウスではM1および総
Mϕ数が有意に高値であった。またHFD＋EG群では、
その他の群と比べ、LeanおよびOb/Obマウスともに
M2数が増加していた（図7）。
透過型電子顕微鏡による超微細構造の観察では、Ob/

Obマウスの腎尿細管上皮細胞には、細胞質内にlipid 
fragmentが存在し、HFD群ではfat dropletが出現し、
HFD+EG群では結晶が沈着している像が示された
（図8）。

考 察
本研究の結果より、MetS環境における腎尿細管上皮

細胞は、脂肪細胞との共存で炎症が惹起され、Mϕとの
共存でOPNの発現が亢進すると考えられた。さらに、
脂肪とMϕの共存では、IL-6を介したパラクラインによ

りこれらの変化が促進されることが結石形成につながる
ことが示唆された。これらのin vitroの研究から腎尿細
管上皮細胞への結晶の付着を介した結石形成には、Mϕ
および脂肪細胞からの炎症性アディポサイトカインが重
要な働きを担っていることがわかった。
また今回私たちは、MetSモデルであるOb/Obでは抗

シュウ酸尿の惹起により、腎結石形成が引き起こされる
ことを発見した。Ob/Obマウスは、肥満モデルとして
用いられ、コレステロール・中性脂肪・血糖などの脂
質・耐糖能異常を認めることがわかっている8）。それに
加え、本研究結果から、Ca、P、Mgなどの電解質異常
も合併することが示された。Ob/Obマウスでは、高脂
肪食およびEGの負荷によって、炎症性のアディポサイ
トカインと炎症性MϕであるM1の増加を認めており、
これらの炎症促進に、生来の代謝異常が合わさり、結晶
の増大と尿細管管腔内での沈着を認めたのではないかと
考えられた。透過型電子顕微鏡からは、Ob/Obマウス
では、高脂肪食の投与によって脂質の尿細管腔内への沈
着が観察されており、脂質がMϕや結晶成分とともに一

図7　腎組織中のMϕ(M1/M2）数

図8　Ob/Obマウスにおける尿細管上皮細胞内の超微細構造の観察
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塊となり、結石化を来すのではないかと推察された。
本研究から、MetS環境下では脂肪およびM1による

炎症反応の増加が尿路結石の形成を促進していることが
示唆された。今後、抗炎症アディポサイトカイン、M2
への誘導に着目した、脂肪細胞やM1によるパラクライ
ンの抑制が、新たな尿路結石の治療法になりうると考え
られた。

要 約
食生活の欧米化とともに、尿路結石症の罹患率は増

加しており、「MetSの一病態」と考えられるようになっ
ている。私たちのこれまでの研究から、尿路結石の形成
にはMϕがかかわることが示唆されている。そこで本研
究では、MetSの病態とMϕの表現型に着目し、MetS環
境下における尿路結石形成機序を解明し、新規治療法の
開発への基礎研究を行った。
In vitroの研究から、腎尿細管上皮細胞への結晶の付

着には、脂肪細胞・Mϕの共培養によるパラクライン環
境での炎症性アディポサイトカインの増加がかかわって
いた。MetSモデルであるOb/Obマウスを用いた研究か
らは、Ob/Obマウスでは高脂肪食とEGの投与により腎
結石が形成され、代謝障害および炎症性アディポサイト

カイン・Mϕの関与が促進していることが示唆された。
今後、これらMetS環境における炎症応答を抑制するこ
とで、尿路結石の形成を予防する新規治療の開発が望ま
れる。
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