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はしがき

本邦の全国調査 による尿路結 石症の生涯罹患率(1995年)は 、男性 では9.0%、 女性 では

3.8%で あ り、1965年 の統 計(男 性4.3%、 女性1.8%)と 比較 して確実 に増加 している。将来

的にもその罹患率は、増加傾向が続 くと予測 されてお り、その対策は急務 となっている。

尿路結石症 の95%以 上を占め る上部尿路結石症は、非常 に多 くの因子が関与 していると

考え られているため、その成 因について総合的、統括的に議論 されるこ とは少 なかった。

そ こで、 これまで一元的に とらえ られが ちであった尿路結石症の成 因を、 よ りglobalな視

野か ら検討するために、本研究が計 画され るに至った。

上部尿路結石症の うち、カルシ ウム含有結石は80%以 上 を占めてお り、 その主要 な成分

は蔭酸 カルシウムであるが、その発生過程の詳細 はい まだに明らかになってい ない。蔭酸

カル シウム結石に関する研究領域 では、尿 中高分子物質が重要な役割 を果たす と考 えられ

てお り、蔭酸 カルシウム結晶の成長や凝集 に対す る促進因子 あるいは抑制因子 としての検

討や結石関連物質 としての様 々な蛋 自の分離精製や機能解析 などが行 われて きた。最近で

は、分 ア生物学的分析、遺伝 子導入、crystalcellinteraction、予防医学、evidencebasedmedicine

などの新たな手法や概念が登場 してお り、尿 中高分子物質 に関する研 究分野が極めて多岐

に渡 っている。 この ような現状 を踏 まえ、本研究の主題 を、蔭酸カルシウム結石発生 にお

ける尿 中高分子物質の作用機序解明 に関す る研究 と位置づ け、これ らの分野 について、す

でに多 くの実績を有 し、本邦のみな らず国際的に も評価が高い5施 設 による共同研究 を行

った。 この ように、統括的に尿路結石症の発生原因を解明 し、その治療 や予防に応用 しよ

うとする試みは、本邦で施行 され る初めての大規模研究であ り、国際的に も極 めて稀 な も

のである。

本研究の主要テーマ として、1)細 胞結晶の相互作用の検討、2)結 石 関連蛋 白の分離精

製お よび分子生物学的分析 、3)オ ステオポ ンチ ンantisenseの遺伝子導入、4)antisenseを 用

いた尿路結石抑制物質の検討、5)結 石関連蛋 白質のmRNA発 現 コン トロールによる結石形

成 と結石抑制への影響の検討、が立案 され、 それぞれの分野 において 専門的な手技 を有す

る施設が分担 した。

また本研究領域 は、国際的 に見て も近年、著 しく進歩 を遂げてお り、 また欧米 との研究

競争が盛んな分野で もある。 そのため年度途中には全体会議 により、年度当初に計画 され

た各研究の進行状況 を客観的 に評価 し、新たな概念や手法の有無 、その研 究のvariationや

発展性 を再確認 した。そ してその結 果を踏 まえて、次年度の計画 を立案す るとい う方針 で

研究 を進めた。各年度における研究実施計画と役割分担は、以 一ドの通 りである。
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1平 成12年 度の研究実施計画と役割分担

① 細胞 ・結 晶の相 互作用 の検 討、研 究統 括:蔭 酸 カル シウム結 石形成モデ ルにおける

clystal-cellinteractionの検討 に適 したinvivo実 験系の確立(旭 川医科大学)

② 結石関連蛋 白の分離精製及び分子生物学的分析(近 畿大学)

③ オステオポ ンチ ンantisense遺伝子導入:オ ステオポンチ ンのantisense遺伝子導入 による

結石形成抑制の試み と尿細管細胞 における発現機構(名 古屋市立大学)

④ 動物お よび培養細胞実験、遺伝 子導入実験等:Antisenseを 用いた尿路結石抑制物質の検

討 ～ヒ トheparansulfateproteoglycan(syndecan-1)発 現腎尿細管上皮細胞株の樹 立(久

留米大学)

⑤ 培養細胞遺伝子導入実験、結石関連蛋 白の分子生物学的分析:結 石関連蛋白質のmRNA

発現 コン トロールにょ る結石形成、結石抑制への影響検討 ～ラッ ト腎 におけるプロ ト

ロンビンmRNAの 発現の確認 と発現制御 についての検討 ～(金 沢医科大学)

五 平成13年 度の研究実施計画と役割分担

① 研 究の統括 、実験的蔭酸 カルシウム結石モデルでのcrystal-cellinteractionの検討(旭 川

医科大学)

② 尿 中結石関連蛋白の培養細胞での発現 とその機能的検討(近 畿大学)

③ 実験 的蔭酸 カルシウム結石モデルへのOPN遺 伝 子導入 と各種サイ トカイ ン、接着分子

の検討(名 古屋市立大学)

④ 培養細胞系における蔭酸や蔭酸カルシウム結晶による細胞障害の検討(久 留米大学)

⑤ 結石 関連蛋 白のmRNA発 現 コン トロールによる結石形成への影響の検討(金 沢医科大

学)

皿 平成14年 の研究実施計画と役割分担

① 細胞結晶間相互作用の検討 と研究統括(旭 川医科大学)

② 結石関連蛋 白の分離 ・精製 と分子生物学的分析(近 畿大学)

③ オス テオポ ンチ ンantisense遺伝 子導入 と各種サ イ トカイン と接 着分子 との関連の検討

(名古屋市立大学)

④ 腎尿細管細胞へのヘパ ラン硫酸遺伝子導入 と細胞傷害の検討(久 留米大学)

⑤ 動物実験系 と培養細胞 におけるプロ トロンビン遺伝子 を中心 とする結石関連蛋 白の分

子生物学的分析(金 沢医科大学)

一2一



研究組織

研究代表者

八竹 直 旭川医科大学 ・医学部 ・教授

研究分担者

栗田 孝

郡 健二郎

野田 進士

鈴木 孝治

近 畿大学 ・医学部 ・教授

名古屋市立 大学 ・医学部 ・教授

久留米大学 ・医学部 ・教授

金沢医科大学 ・医学部 ・教授

研究協力者:

近畿大学

名古屋市立大学

久留米大学

金沢医科大学

旭川医科大学

梅川 徹 、尼崎直也 、辻 秀憲 、紺屋 英児

安井孝周、戸澤啓 一

飯 田 如、近 間秀明、林 篤正

森 山 学、宮澤克人

山口 聡 、奥 山光彦、岩 田達也 、加藤祐 司、安住 誠、

中園周作 、高下紀子

一3一



交付決定額(配 分額)

直接経費 間接経費 合計

平成12年 度 12,200 0 12,200

平成13年 度 10,800 3,240 14,040

平成14年 度 10,400 3,120 13,520

総計 33,400 6,360 39,760

(金額単位:千 円)
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研究発表

(1)学 会 誌 等

(2000年,平 成12年)

・KonyaE
,TsujiH,UmekawaT,KuritaT,lguchiM:Effectofethylicosapentateonurinary

calciumandoxalateexcretion.IntJUrol,7,361-365 ,2000

●

●

●

●

YamateT,TsujiH,AmasakiN,IguchiM ,KuritaT,KohriK:AnalysisofosteopontinDNAin
patientswithurolithiasis.UrolRes,28,159-166,2000

MasudaK,T舳ashiN,TsukamotoY,HonmaH,KohriK:N-Glycanstruc加resofanosteopontin

fromhumanbone.BiochemBiophysResCommun,268 ,814-817,2000

YasuiT,FujitaK,SakakuraT,TozawaK,KohriK:Roleofosteopontinintheeazlystagesof

urolithiasis.ExpressionofosteopontinantisenseRNAinhibitsadhesionofcalciumoxalatecrystals
toculturedrenalepithelialcells.BJCIInt,86(Supply,287,2000

YasuiT,OkadaA,SenzakiH,YoshimuraM,KohriK:TheeffectofTakusha ,aKampomedicine,
onrenalstoneformationandosteopontinexpressioninaraturolithiasismodel.BJLIInt,86(Supply,

287,2000

戸澤啓 …,郡 健 二郎 尿路結石症 におけ る代 謝系検査.臨 泌,54(4),49-51,2000

郡 健二郎,戸 澤啓 一 腎結石の手術適応 と食事指導.日 本医事新報,3974,110-111,2000

(2001年,平 成13年)

・UmekawaT
,IguchiM,KuritaT:Theeffectofosteopontinimmobilizedcollagengranulesinthe

seedcrystalmethod.UrolRes,29,282-286,2001

●

●

YasuiT,SatoM,FujitaK,ItoY,NomuraS,KohriK:Effectsofallopurinolonrenalstone

formationandosteopontinexpressioninaraturolithiasismodel.Nephron,87,170-176,2001

YasuiT,SatoM,FujitaK,TozawaK,NomuraS ,KohriK:Effectsofcitrateonrenalstone
formationandosteopontinexpressioninaraturolithiasismodel.Urol.Res,29,50-56,2001

YasuiT,FujitaK,TozawaK,AsaiK,SojiT,KatoT,KohnK:Calciumoxalatecrystalattachment
toculturedratkidneyepithelialcell,NRK-52E.UrolInt,67,73-76,2001

YasuiT,TanakaH,FujitaK,IguchiM,KohriK:Effectsofeicosapentaenoicacidonurinary

calciumexcretionincalciumstoneformers.EurUrol,39,580-585,2001

YasuiT,FujitaK,TozawaK,KohriK:Osteopontinregulatesadhesionofcalciumoxalatecrystals
torenalepithelialcells.Eurolithiasis-9thEuropeanSymposiumonUrolithiasis,199-200,2001

●

●

TozawaK,YasuiT,ItoY,KohnK:Signaltransductionmediatedbyfocaladhesionkinase(FAK)

andtheexpressionofosteopontinin出erenal血bularcells:Roleinstoneformation.Eurolithiasis-

9thEuropeanSymposiumonUrolithiasis,215-216 ,2001

KidoJ,NakamuraT,AsaharaY,SawaT,KohriK,NagataT:Osteopontiningingivalcrevicular

fluid.JPeriodontalRes,36,328-333,2001
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●

■

MoriyamaMT,GlentonPA,KhanSR:Expressionofinter-ainhibitorrelatedproteinsinkidneys

andurineofhyperoxaluricrats.JUrol,165,1687-1692,2001

郡 健 二 郎 二 膀 胱 ・尿 道 結 石.今 日 の 治 療 指 針,43,506,2001

戸 澤 啓 一,郡 健 二 郎:尿 路 結 石 の 成 因 と 病 態.ホ ル モ ン と 臨 床,49,9-14,2001

安 井 孝 周,郡 健 二 郎:腎 臓 結 石.か ら だ の 科 学,220,74-77,2001

伊 藤 恭 典,安 井 孝 周,郡 健 二 郎:尿 路 結 石 に対 す る破 砕 術.Medicina,38,1187-1189,2001

安 井 孝 周,伊 藤 恭 典,郡 健 二 郎:尿 路 結 石 の マ ネ ジ メ ン ト ～ 尿 路 結 石 の 診 断 ・治 療 ・

予 防 法 に つ い て 。Medicina,38,1892-1894,2001

(2002年,平 成14年)

UmekawaT,CheginiN,KhanSR:OxalateionsandcalciumoxalatecrystalsstimulateMCP-I

expressionbyrenalepithelialcells.KidneyInt,61,105-112,2002

KonyaE,AmasakiN,UmekawaT,lguchiM,KuritaT:lnfluenceofurinarysialicacidoncalcium

oxalatecrystalformation.UrolInt,68,281-285,2002

YasuiT:Kidneystonesandeicosapentaenoicacid.ClinicalPearlsNews,12,37-41,2002

YasuiT,FujitaK,AsaiK,KohriK:Osteopontinregulatesadhesionofcalciumoxalatecrystalsto

renalepithelialcells.IntJUrol,9,100-109,2002

EguchiY,lnoueM,lidaS,MatsuokaK,NodaSHeparansulfate{HS)/heparansulfate

proteoglycan(HSPG)andbikuninareup-regulatedduringcalciumoxalatenephrolithiasisinrat

kidney.KurumeMedJ,49,99-107,2002

ChikamaS,IidaS,InoueM,KawagoeN,TomiyasuK,MatsuokaK,NodaS,TakazonoI:Roleof

heparansulfateproteoglycan(Syndecan-1)ontherenalepithelialcellsduringcalciumoxalate

monohydratecrystalattachment.KurumeMedJ,49,201-210,2002

YamaguchiS,Wiessner」H,HasegawaAT,HungLY,MandelGS,MandelNS:Calciumoxalate

monohydratecrystalbindingsubstanceproducedfromMadin-Darbycaninekidneycells.lntJUrol,

9,501-508,2002

鈴 木 孝 治,森 山 学 二尿 路 結 石 症 と 遺 伝 子 変 異.UrologicalToday,9,34-37,2002

山 口 聡,八 竹 直:尿 酸 代 謝 と 尿 路 結 石 症.痛 風 と 核 酸 代 謝,26,1-ll,2002

山 口 聡,八 竹 直:女 性 診 療 科 に お け る 主 要 症 候 ・疾 患 の 薬 物 療 法,尿 路 結 石 症 ～ 腎 ・

尿 管 結 石.産 婦 人 科 の 実 際51,1597-1604,2002

山 口 聡,八 竹 直 二救 急 診 療 ガ イ ド ラ イ ン,外 来 で の ト リ ア ー ジ と 救 急 処 置,泌 尿 器 科

的 腎 ・尿 路 疾 患,尿 路 結 石 症.救 急 ・集 中 治 療,14,196-197,2002

山 口 聡,加 藤 祐 司,高 下 紀 子,中 園 周 作,八 竹 直,奥 山 光 彦 ニ シ ュ ウ 酸 カ ル シ ウ ム 結

石 形 成 モ デ ル に お け る 腎 集 合 管 細 胞 で のphosphatidylserine発 現 の 定 量 的 評 価 とapoptosis

pathwayへ の 関 与 の 検 討.日 尿 結 石 誌,1,103-109,2002
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加 藤 祐 司,山 口 聡,高 下 紀 子,八 竹 直,奥 山 光 彦:腎 上 皮 細 胞 一一a-・-1酸カ ル シ ウ ム 結 晶 相

互 作 用 に お け る ク エ ン酸 ・マ グ ネ シ ウ ム の 効 果 に つ い て.日 尿 結 石 誌,1,90-92,2002

(2003年,平 成15年)

■ UmekawaT,CheginiN,KhanSR:Increasedexpressionofmonocytechemoattractantprotein-1

(MCP-1)byrenalepithelialcellsincultureonexposuretocalciumoxalate,phosphateanduricacid
crystals.NephrolDialTransplant,18,664-669,2003

o

■

YamaguchiS,KatoY,OkuyamaM,KanekoS,YachikuS,WiessnerJH,MandelNS

FIowcytometricanalysisforphosphatidylserineoftherenalcollectingductcellmembranein

experimentalcalciumoxalatenephrolithiasis.JUrol,169(Supply,330,2003

山口 聡,加 藤祐 司,北 原克教,高 下紀 子,小 野 晴子,八 竹 直:微 小 重力環 境が尿路 結

石形成の 初期 過程 に影響 を及 ぼすか?第12回 短時 間無 重力利用 に関す る講演会,講 演 論

文集,7-10,2003

■

加 藤 祐 司,玉 木 岳,徳 光.正 行,山 口 聡,八 竹 直,奥 山 光 彦:短 腸 症 候 群(shortbowel

syndrome)に 起 因 し た 尿 路 結 石 症 の1例,本 邦 報 告 例 の 検 討.日 泌 尿 会 誌,94,33-36,2003

IidaS,IshimatsuM,ChikamaS,InoueM,MatsuokaK,AkasuT,NodaS,KhanSR:Protective

roleofheparin/heparansulfateonoxalate-inducedchangesincellmorphologyandintracellular

Cat+.UrolRes,31,2003,inprinting

●

●

OkuyamaM,YamaguchiS,YachikuS:Identificationofbikuninisolatedfromhumanurinethat

inhibitscalciumoxalatecrystalgrowthanditslocalizationinthekidneys.IntJUrol,10,2003,in

ρη〃伽9

山口 聡:衝 撃波 に よる尿 路上皮 細胞傷害 と尿路結 石再発 との 関連性 の検討.泌 尿器外

科,16,2003,inprinting

● YamaguchiS,WiesnerJH,HasegawaAT,HungLY,MandelGS,MandelNSAstudyofrat

modelforcalciumoxalatecrystalformationwithoutsevererenaldamage.in.submission

o KatoY,YamaguchiS,YachikuS,NakazonoS,HoriJ,WadaN,HouK:Oraladministrationof

potassium-sodiumcitratewithmagnesiumoxidepreventsrecurrenturolithiasis.insubmission
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(2)ロ 頭発表

(2000年,平 成12年)

●

●

●

o

KonyaE,UmekawaT,IguchiM,KuritaT:Theroleofosteopontinoncalciumoxalatecrystal

formation.9thInternationalSymposiumonUrilithiasis(CapeTown,SouthAfrica,February13-17,
2000)

TozawaK,FujitaK,YasuiT,SenzakiH,YoshimuraM,SatoS,itoT,KohriK:Expressionof

antisenseosteopontinandinhibitsassociationofcalciumoxalatemonohydratecrydtalswithNRK-
52Ecells.9thInternationalSymposiumonUrilithiasis(CapeTown,.SouthAfrica,February13-17,

2000

Johnson-TardieuJ,MoriyamaMT,GlentonPA,PeckAB,KhanSR:Expressionofinter-a-

inhibitorrelatedproteinsinkideysandurineofhyperoxaluricrats.9thInternationalSymposiumon

Urilithiasis(CapeTown,SouthAfrica,February13-17,2000)

MoriyamaM,AiharaK,SugaK,ShibaN,MiyazawaK,IkedaR,SuzukiK:Analysisof

prothrombinmRNAexpressionlevelinthenormalandstoneformingratkidneysbycompetitive
realtimequantitativePCR.9thInternationalSymposiumonUrilithiasis(CapeTown,SouthAfrica,

February13-17,2000)

Johnson-TardieuJ,GlentonPA,MoriyamaMT,PeckAB,KhanSR:Osteopontinexpressionin
kidneysandurineofratswithhyperoxaluriaandnephrolithiasis.9thInternationalSymposiumon

Urilithiasis(CapeTown,SouthAfrica,February13-17,2000)

GroverPK,SallisJD,MiyazawaK,StapletonA,RyallRL:QuantificationofprothrombinmRNA

usingcompetitivepolymerasechainreaction.9thInternationalSymposiumonUrilithiasis(Cape

Town,SouthAfrica,February13-17,2000)

MiyazawaK,SuzukiK,UedaY,KatsudaS:Demonstrationofapoptosisanditsrelatedgenesin

ratrenal加bularepitheliumofcalciumoxalatecrystalformation.9thInternationalSymposiumon

Urilithiasis(CapeTown,SouthAfrica,February13-17,2000)

ShibaN,AiharaK,MoriyamaM,SuzukiK:Nucleotidesequenceofrenalprothrombinisdifferent

丘om血e血verprothrombin.9thInternationalSymposiumonUrilithiasis(CapeTo㎜,So曲A丘ica,

February13-17,2000)

SuzukiK,A血araK,ShibaN,MoriyamaM=Geneexpressionofprothrombininhumanandrat

kid呵.9thInternationalSymposiumonUrilithiasis(CapeTown,SouthAfrica,Feb皿ary13-17,

2000)

郡 健 二郎:脂 質代 謝異常 に伴 う尿路結 石症 の病態 ～特 に分子生物学 的解明 と遺伝 子治

療～.小 野医学研 究財 団,第11回 研 究成果発表会(!11年3月11日,豊 中市〉

YamaguchiS,WiessnerJH,HasegawaAT,HungLY,MandelGS,MandelNS:Calciumoxalate

monohydratecrystalbindingsubstanceproducedfromMadin-Darbycaninekidneycells.95th

AnnualMeetingofAmericanUrologicalAssociation{Atlanta,USA,May1-6,2000)

安井孝周,藤 田圭 治,戸 澤啓 一,浅 井清文,加 藤泰 治:オ ス テオポ ンチ ン発 現抑制 で腎尿

細 管細 胞 と シュウ酸 カル シウム結 晶の接 着 が抑制 され る.第43回 日本腎 臓学 会学術総 会

(2000年5月11日 一13日,名 古屋市)
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・ 安 井孝周
,藤 田圭 治,戸 澤啓 一,浅 井 清文,加 藤 泰治,郡 健 二郎:尿 路 結石モ デル ラ ッ

トを用いた遺伝子 治療 の試 み～オステ オポンチ ン抑 制に よる結石形成抑 制～ .第43回 日本

腎臓学会学術総会(2000年5月ll日 一13日,名 古屋市)

・ 安井孝周
,藤 田圭 治,戸 澤 啓一,郡 健 二郎:尿 路結 石モデル ラ ッ トを用 いた遺伝子 治療

の試 み ～オス テ オポ ンチ ン制御 に よ る結 石 形成抑 制 ～。第43回 日本 腎臓 学 会学 術 総 会

(2000年5月11日 一13日,名 古屋市)

・ 安井孝周 ,藤 田圭治,戸 澤啓 一,加 藤泰 治:オ ス テオポ ンチ ン発現 制御 で腎尿細 管細胞 と

シュウ酸 カルシウム結 晶の接着が抑制 される.第43回 日本腎臓学 会学術 総会(2000年5月ll

日・13日,名 古屋市)

・ 戸 澤 啓 一
,安 井 孝 周,線 崎 博 哉,岡 田 淳 志,吉 村 麦,上 田 公 介,郡 健 二 郎:オ ス テ オ ポ

ン チ ン のautocrinemechanism .第88回 日 本 泌 尿 器 科 学 会 総 会(2000年6月7日 ・10日 ,札 幌

市)

・ 安井孝周 ,戸 澤啓一,岡 田淳志,線 崎博 哉,吉 村 麦,藤 田圭治,郡 健 二郎;結 石 モデル

ラ ッ ト腎 では骨基 質蛋 白matrixglaprotein遺 伝 子の発現 が充進 してい る.第88回 日本泌

尿 器科学会総会(2000年6月7日 一10日,札 幌市)

・ 森山 学
,相 原衣江,菅 幸大,芝 延行,宮 澤克 人,池 田龍介,鈴 木孝 治:過 蔭酸尿 ラ ッ

ト腎 におけるrealtime定 量PCRを 用いたrenalpropthrombinmRNAの 発現量 についての検討 .

第88回 日本泌尿 器科学会総会(2000年6月7日 一10日,札 幌市)

・ 安 井孝周:微 少 重力環境 下 におけ る尿 路結 石の形成機 序 の解 明 とその予 防
,宇 宙環境利

用 に関す る公募.地 上研 究,平 成11年 度研 究成果報告会 プ ログラム(2000年7月28日 一29日,

東京都)

・ 郡 健二郎:歴 史 か ら見 た21世 紀 の尿 路結石 .第48回 徳 島県泌尿 器科疾 患研 究会(2000

年8月ll日,徳 島市)

・ 紺屋 英児
,山 手貴詔,尼 崎 直也,梶 川博 司,加 藤 良成,片 岡喜代徳,井 口正典,栗 田 孝:

蔭酸 カル シウム結晶形成 におけ るオス テオポンチ ンの役割 について.第10回 日本尿路結 石

症研究会(2000年8月31日 一9月1日,大 津市)

辻 秀憲,紺 屋 英児,尼 崎 直也,栗 田 孝,山 手貴詔,加 藤 良成,井 口 正典 ,梶 川博 司,片

岡喜代徳,杉 本賢 治:上 部尿路結石患 者 にお ける尿 中OPN濃 度の検 討.第10回 日本尿路結

石症研究会(2000年9月1日,大 津市)

伊藤恭典,橋 本良博,安 井 孝周,吉 村 麦,線 崎博 哉,岡 田淳志,戸 澤啓 一,郡 健 二郎:

尿 酸結石 内 に含 まれ る免疫 グ ロブ リン鎖 とその意義.第10回 日本尿路 結石症研 究会学術 集

会(2000年8月31日 一9月1日,大 津市)

・ 郡 健 二郎 ,井 口正典,西 尾俊 治,森 本鎮義,山 口 聡:尿 路 結石症 再発 予防の ガイ ドラ

イ ン作成 に向けて.第10回 日本 尿路結 石症研究会学術 集会(2000年8月31日 。9月1日,大 津

市)

・ 戸 澤啓 一
,安 井孝周,吉 村 麦.線 崎博 哉,岡 田淳志,藤 田圭治,坂 倉 毅,郡 健二郎:

腎尿 細管細胞 内 でのオ ステ オポ ンチ ン発現 におけ るシグナ ル伝達 機 構の解 明 と尿路結 石

形成への関与.第10回 口本尿路 結石症研 究会学術 集会(2000年8月3藍 日一9月1日,大 津 市)
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芝 延 行,相 原衣 江,菅 幸 大,森 山 学,宮 澤 克 人,池 田龍 介,鈴 木 孝 治:ヒ ト腎

prothrombin遺 伝子ClO777T多 型性 についての検討.第10回 日本尿路 結石症研究 会(2000年

9月1日,大 津市)

相原衣江,菅 幸大,森 山 学,芝 延行,宮 澤克人,池 田龍介,鈴 木孝 治:ラ ッ ト腎組織

に お け るprothrombinお よびbikuninmRNA発 現 量 の比 較.第10回 日本 尿路 結 石症研 究会

(2000年9月1日,大 津市)

山 口 聡,八 竹 直,WiessnerJH,HasegawaAT,MandelNS:MDCK細 胞 が 産 生 す る シ ュ ウ

酸 カ ル シ ウ ム 結 晶 を 結 合 させ る 蛋 白 の 検 討.第10回 日本 尿 路 結 石 症 研 究 会(2000年9月1日,

大 津 市)

奥山光彦,北 雅 史,山 口 聡,八 竹 直:Ulinastatinに よる ヒ ト尿 中シュウ酸 カル シウム

結 晶形成抑制効果の検討.第10回 日本尿路結石症研究会(2000年9月1日,大 津市)

郡 健 二郎:尿 路結石 は予防で きるか.第31回 県北 腎泌尿 器疾患研究会(2000年9月14日,

福 島市)

郡 健 二郎:尿 路結石の成因 と予防法～新 たな概念 ～.第13回 腎 とホルモ ン研 究会(2000

年9月30日,鳥 取市)

YasuiT,FujitaK,SakakuraT,TozawaK,KohriK:Roleofosteopontinintheearlystagesof

urolithiasis.ExpressionofosteopontinantisenseRNAinhibitsadhesionofcalciumoxalatecrystals
toculturedrenalepithelialcells.25thCongressoftheSocieteInternationaled'Urologie(Singapore,

October29-November2,2000)

YasuiT,OkadaA,SenzakiH,YoshimuraM,KohnK:TheeffectofTakusha,aKampomedicine,

onrenalstoneformationandosteopontinexpressioninaraturolithiasismodel.25thCongressofthe
SocieteInternationaled'Urologie(Singapore,October29-November2,2000)

MoriyamaM,AiharaK,SugaK,SibaN,MiyazawaK,IkedaR,SuzukiK:Analysisofcalcium

oxalate(CaOx)crystalproteinsmRNAexpressionlevelintherat.25thCongressoftheSociete
Internationaled'Urologie(Singapore,October29-November2,2000)

郡 健 二郎:尿 路 結石 は予防で きるか.北 九州市泌尿 器科医 会(2000年ll月16日,北 九州

市)

紺屋 英児,松 本成 史,辻 秀憲,山 手貴 詔,尼 崎 直也,西 岡 伯,井 口正典,秋 山隆弘,栗

田 孝:蔭 酸 カル シウム結 晶形成 におけ るオス テオ ポンチ ンの役割 につい て.第50回 日

本泌尿器科学 会中部総会(2000年ll月30日 一12月2月,浜 松市)

安井孝 周:尿 路結 石形成 におけ るオステ オポ ンチ ンの役 割.第50回 日本泌尿 器科学会 中

部総会(2000年11月30日 一12月2月,浜 松市)

伊 藤恭典,橋 本 良博,安 井孝周,成 山泰道,吉 村 麦,線 崎 博哉,岡 田敦志,戸 澤啓 一,郡

健二郎:尿 酸結 石マ トリックスの 同定(免 疫 グロブ リン鎖)と その意義.第50回 日本泌

尿 器科学 会中部総会(2000年ll月30日 一12月2月,浜 松 市)
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(2001年,平 成13年)
・ 郡 健二郎:腎 結 石の再発予 防ガイ ドライ ン

.第23回 千葉県 腎セ ミナー(2001年2月16日,

千葉市)

・ 紺屋英児
,松 本成 史,辻 秀憲,尼 崎直也,西 岡 伯,梶 川博司,加 藤 良成,片 岡 喜代 徳,

井口正典,秋 山隆弘,栗 田 孝:蔭 酸 カル シウム結晶形成 における尿 中高分子蛋白の役割

第89回 日本泌尿器科学会総 会(2001年4月14日 一17日,神 戸市)

・ 辻 秀憲
,畑 中祐 ロニ,杉本 賢治,紺 屋英児,山 手貴詔,尼 崎直也,栗 田 孝 ,井 口正典:結

石患者 に認め られ るOPN-DNApolymorphismの 検 討.第89回 日本泌尿 器科 学会総会(2001

年4月16日,神 戸 市)

・ 郡 健二郎:温 故知新 に見 る21世 紀 の尿路 結石
.第89回 日本泌尿器科 学会総 会(2001年4

月14日 一17日,神 戸市)

・ 安井孝周
,伊 藤恭典,戸 澤啓一,金 本 一洋,岡 田淳志,線 崎 博哉,吉 村 麦,郡 健 二郎:

尿路結石マ トリ ックスオステ オポ ンチ ンは転写 因子CBFAI(PEBP2αA)に 発現 を制御 さ

れる.第89回 日本泌尿器科学会総会(2001年4月14日 一17日,神 戸 市)

・ 戸澤啓一
,安 井孝 周,伊 藤 恭典,吉 村 麦,線 崎博 哉,広 瀬真仁,岡 田淳志,郡 健二郎:

尿路結 石形 成時 におけ る腎尿細管細 胞 内でのFAKを 介 したシ グナル伝達 とオス テオポ ン

チ ン発現.第89回 日本泌尿器科学会総会(2001年4月14日 一17日,神 戸 市)

・ 伊藤恭典 ,安 井孝周,岡 田淳志,線 崎博 哉,吉 村 麦,戸 澤啓 一,郡 健 二郎:緑 茶 による

結石形成制御効果 第89回 日本泌尿器科学会総会(2001年4月14日 一17日,神 戸市)

・ 線崎博哉
,安 井孝周,伊 藤恭典,伊 一..一 郎,津 ヶ谷正行,戸 澤啓一,郡 健二郎:ビ ス フ

ォス フォネー トの尿路 結石 形成抑 制効果の検討 .第89回 日本泌尿 器科 学会総会(2001年4

月14日 一17日,神 戸 市)

江口善朗,井 上通朗,松 尾 光哲,飯 田 如 ,松 岡 啓,野 田進士:蔭 酸 カル シウム結 石形

成 ラ ッ ト腎臓 にお け るBikuninお よびHSPG(syndecan)の 発現 につい て .第89回 日本泌尿

器科学会総会(2001年4月15日,神 戸市)

飯 田 如,石 松 秀,井 上通朗,冨 安克郎,近 間秀朗 ,川 越 伸俊,宗 像 良和,松 岡 哲,野
田進 士:尿 細管 上皮 細胞 にお け る細胞 内 カルシ ウム変化 に関す る検 討 .第89回 日本 泌尿

器科学会総会(2001年4月15日,神 戸市)

・ 山 口 聡
,奥 山 光 彦,八 竹 直,WiessnerJH,HasegawaAT,MandelNS:蔭 酸 カ ル シ ウ ム 結

石 形 成 に お け る 細 胞 一結 晶 間 相 互 作 用 のinVll%O実 験 に 適 し た モ デ ル の 検 討 .第89回 日 本 泌 尿

器 科 学 会 総 会(2001年4月15日,神 戸 市)

・ 奥山光彦
,玉 木 岳,北 雅 史,山 口 聡,金 子茂男,八 竹 直,森 川 満:Ulinastatinに よ

るヒ ト尿 中 シュウ酸 カル シウム結 晶形成抑 制効 果の解 析 .第89回 日本泌尿 器科 学会総 会

(2001年4月15日,神 戸 市)

・ 郡 健二郎 尿路結 石の成 因 と再発 予防 第15回 浜松 内科泌尿器科研 究 会(2001年5月ll

日,浜 松 市)
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・ 伊藤恭典
,安 井孝周,戸 澤啓一,岡 田淳志,線 崎博 哉,吉 村 麦,郡 健二郎:緑 茶投 与に

よる ラッ ト腎結石 形成抑制効果.第44回 日本腎臓学会 学術総 会(2001年5月27日 一29日,東

京都)

・ 安井孝周
,伊 藤 恭典,戸 澤啓 一,郡 健二郎:尿 路結石 マ トリクス ・オス テオポ ンチ ンは

転写因子CBFAIに 発現 を制御 され る.第44回 日本 腎臓 学会学術 総会(2001年5月27日 一29日,

東京都)

・IidaS
,IshimasuM,ChikamaS,InoueM,MatsuokaK,AkasuT,NodaS:Changesinintracellular

Cat+inrenaltubularepithelialcellsduringoxalateexposure.96thAnnualMeetingofAmerican

UrologicalAssociation(Anahaim,USA,June2-7,2001)

・ 郡 健二郎:尿 路結石の成 因 と再発 予防 ～最近 の話 題～ .第28回 秋田県泌 尿器科集 談会

(2001年6月30日,秋 田市)

・ 郡 健二郎:歴 史か らみ た21世 紀 の尿路結 石の成 因 と再 発予防 .第14回 広 島腎疾 患研 究

会(2001年7月26日,広 島市)

・ 辻 秀憲
,畑 中祐 江,紺 屋英児,尼 崎直也,栗 田 孝,杉 本 賢治,井 口正典,山 手貴詔:結

石患 者 に認 め られ るOPN-DNApolymorphismの 成因 の検 討.第ll回 日本尿路結石 症研 究会

(2001年8月31日,宝 塚 市)

・ 伊藤恭典 ,安 井孝周,戸 澤啓 一,岡 田淳志,線 崎博哉,吉 村 麦,郡 健二郎:緑 茶 による

腎結石抑 制効果 とその作 用機 序.第ll回 日本尿 路結石 症研究 会(2001年8月30日 一31日,宝

塚 市)

・ 線 崎博 哉 ,安 井孝周,伊 藤恭典,伊 藤尊一郎,津 ヶ谷正行,戸 澤啓一,郡 健 二郎:ビ スホ

スホ ネー トの尿 路結石 形成 抑制効果 の検 討.第11回 日本尿路 結石症研究会(2001年8月30

日一31日,宝 塚市)

・ 相原 衣江 ,百 成智 津枝,森 山 学,宮 澤克人,池 田龍介,鈴 木孝治:人 尿 細管培養細 胞 を

用い た尿路結石 関連蛋 白質の発現 につい ての検討.第ll回 日本尿路結 石症研究会(2001年

8月31日,宝 塚 市)

・ 森 山 学
,百 成智津枝,相 原 衣江,宮 澤 克人,池 田龍 介,鈴 木孝 治:蔭 酸 による腎尿細管

細胞 障害 にお ける活性酸素発生部位 に関す る検 討.第ll回 日本尿路結石症研 究会(2001年

8月31日,宝 塚市)

・ 山 口 聡 加 藤 祐 司
,八 竹 直,奥 山 光 彦,Wiessner∫H,HasegawaAT,MandelNS:Crystal-

cellinteractionのrnvivo実 験 に 適 し た 蔭 酸 カ ル シ ウ ム 結 石 実 験 モ デ ル の 検 討.第11回 日本 尿

路 結 石 症 研 究 会(2001年8月31日,宝 塚 市)

・ 加藤祐 司
,山 口 聡,八 竹 直,吉 原 秀樹,奥 山光彦:マ グネ シウム製剤 による尿 中結 石

関連物 質の健常者 での検討.第11回 日本尿路 結石 症研 究会(2001年8月31日,宝 塚市)

・YasuiT
,FujitaK,TozawaK,KohnK:Osteopontinregulatesadhesionofcalciumoxalatecrystals

torenalepithelialcells.9血EuropeanSymposiumonUro1価 器is(Ro賃erdam ,Netherland,

September13-15,2001)

TozawaK,YasuiT,ItoY,KohriK:Signaltransductionmediatedbyfocaladhesionkinase(FAK)

andtheexpressionofosteopontinintherenaltubularcells:Roleinstoneformation .9thEuropean

SymposiumonUrolithiasis(Rotterdam,Netherland,September13-15,2QQ1)
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・ 辻 秀 憲
,畑 中 祐d,杉 本 賢 治,紺 屋 英 児,尼 崎 直 也,梅 川 徹,井 口 正 典 ,栗 田 孝:

A吻 ・i・・f・ ・t・・P・nrinDNA・nd・e1・ti・n・hipwith・ ・ncentr・ti・n・f・ ・t・・pontininuri・ ・ 血

urolithiasispatient.18thKorea-JapanUrologicalCongress(Seoul
,Korea,September15,2001)

・OkadaA
,YoshimuraM,YasuiT,TatsuraH,AzemotoM,AndoY,UedaK ,KohriK:Parameters

b・d・t・m血 血9・rinary・ 組・uli血 ・t・e・i・t丘・gm・ntati・nby・x廿 … Φ ・・e瓠 ・h・・kw・v・1i血 ・tゆ ・y

alone.18thKorea-JapanUrologicalCongress(Seoul ,Korea,September14-15,2001)

・KohriK
,TeraiA:Epidemiologyofurinarystones.18thKorea-JapanUrologicalCongress(Seoul

,

Korea,September14-15,2001)

・MoriyamaM
,DomikiC,AiharaK,MiyazawaK,lkedaR,SuzukiK:Localizationofsuperoxide

inoxalate-associatedinjurytoHK-IIcells .18thKorea-JapanUrologicalCongress(Seoul,Korea ,

September14-15,2001)

加 藤祐司,山 口 聡,岩 田達也,玉 木 岳,八 竹 直,川 上憲裕,倉 達彦:マ グネシ ウム
製剤投与 による尿 中結石 関連諸物 質の変化 の検 討 .第353回 日本泌尿器 科学会北 海道地 方

会(2001年9月22日,旭 川市)

加藤祐 司,山 口 聡,岩 田達也,八 竹 直,奥 山光彦 ,倉 達彦,国 枝 学,小 山内裕昭:
マグネシ ウム製剤投与 に よる尿 中結石 関連 諸物 質の変化 の検 討 .第66回 日本泌尿器科学 会

東部総会(2001年10月11日,東 京都)

・ 安井孝周
,伊 藤 恭典,戸 澤啓 一,岡 田淳 志,線 崎博 哉,吉 村 麦,遠 藤純 央,小 林 隆宏 ,成山泰 道

,郡 健 二郎:尿 路結 石 マ トリクス ・オス テオポ ンチ ンは転写 因子RUNX2に 発 現

を制御 される.第51回 日本泌尿器科学会 中部総 会(2001年11月14日 一16日,大 阪府)

森 山 学,百 成 智津枝,相 原 衣江,宮 澤克人,池 田龍 介,鈴 木孝治:蔭 酸 による腎尿 細管

細 胞 障 害 におけ る活性 酸 素発 生 部位 に関 す る検 討 .第51回 日本 泌尿 器科 学 会 中部 総会

(2001年11月14日 。16日,大 阪府)

(2002年,平 成14年)
・ 伊藤恭典

,安 井 孝周,西 原恵 司,広 瀬真仁,小 林隆 宏,岡 田淳志 ,線 崎博哉,吉 村 麦,戸
澤啓 一,郡 健二郎:緑 茶の抗酸化作 用 による腎結石形成抑制効 果.第90回 日本泌尿器科

学会総会(2002年4月17日 一20日,東 京都)

・ 線崎博 哉
,安 井 孝周,伊 藤 恭 典,伊 藤 尊 一郎,津 ヶ谷 正行,戸 澤啓 一 ,郡 健二郎:第2,第

3世 代Bisphosphonateに お ける リン酸 カル シウム形成抑 制効果の比較 .第90回 日本泌尿 器

科学会総会(2002年4月17日 一20日,東 京都)

・ 飯 田 如
,石 松 秀,斎 藤 孝 二 郎,近 間 秀 朗,井 上 通 朗,松 尾 光 哲 ,冨 安 克 郎,松 岡 哲,赤 須 崇

,野 田 進 士:ラ ッ ト 腎 尿 細 管 上 皮 細 胞 に お け るsulfate/oxalate-bicarbonate

exchanger(Sat-1)mRNAの 発 現 に 関 す る 検 討 .第90回 日本 泌 尿 器 科 学 会 総 会(2002年4月16

日,東 京 都)

・ 飯 田 如
,近 間秀朗,石 松 秀,川 越伸俊,井 上通朗,松 尾 光哲,冨 安克 郎 ,松 岡 哲,赤

須 崇,野 田進士:蔭 酸 カルシウム結 石形成過程 におけるheparansulfate(HS)お よびHSPG

(syndecan-1)の 機i能解析.第90回 日本泌尿 器科学 会総会(2002年4月16日 ,東 京都)
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・ 近 間秀朗
,飯 田 如,井 上通 朗,川 越伸俊,松 尾光 哲,冨 安 克郎,松 岡 哲,野 田進 士,高

園磯子,石 松 秀,赤 須 崇:HSPG(syndecan-1)発 現 腎尿細 管上皮細胞 の樹 立,及 びそ

の構造解析 第90回 日本泌尿 器科学会総会(2002年4月16日,東 京都)

・ 山口 聡
,加 藤祐 司,高 下紀子,和 田直樹,八 竹 直,奥 山光彦:シ ュ ウ酸 カル シウム結

石 形成 モ デル にお け る腎集合 管細胞 で のphosphatidylserine発 現 とその定 量的評価 の検 討.

第90回 日本泌尿 器科学会総会(2002年4月16日,東 京都)

・ 加藤 祐司
,山 口 聡,高 下紀子,岩 田達 也,八 竹 直,奥 山光彦,西 原正幸:腎 上皮細 胞。

蔭酸 カルシ ウム結晶相互作用 における クエ ン酸 ・マ グネシウムの効 果について.第90回 日

本泌尿器科学会総会(2002年4月18日,東 京都)

・ 伊藤恭典
,安 井孝 周,吉 村 麦,線 崎博 哉,岡 田淳志,広 瀬真仁,戸 澤啓一,郡 健二郎:

尿路 結石 症 における抗酸化作用 お よび酸化ス トレス に よる アボー シスの検討.第12回 日本

尿路結石症研 究会(2002年8月30日 一31日,旭 川市)

・ 宮澤克 人
,百 成 智津枝,森 山 学,池 田龍介,鈴 木孝治 二CaOx結 晶 による腎尿細管細胞の

遺伝 子発 現 につ い て～DNAマ クロ ア レイに よる解 析 ～ 第12回 日本尿 路 結石 症研 究 会

(2002年8月30日,旭 川市)

・ 加藤祐 司,山 口 聡,高 下紀 子,岩 田達也,八 竹 直,奥 山光彦:腎 上皮細 胞一蔭酸 カル シ

ウム結 晶相互作用 におけ るクエ ン酸 ・マ グネシウムの効 果 につい て.日 本尿路結石 症学 会

第12回 学術 集会(2002年8月30日,旭 川市)

・ 山口 聡 ,加 藤祐 司,高 下紀 子,中 園周作,八 竹 直,奥 山光彦:シ ュ ウ酸 カル シウム結

石形 成 モ デ ル に おけ る腎 集合 管細 胞 でのphosphatidylserine発 現 の定 量 的 評価 とapoptosis

pathwayへ の関与の検討.日 本尿路結石症学会第12回 学術集会(2002年8月30日,旭 川市)

ItohY,YasuiT,TozawaK,OkadaA,SenzakiH,YoshimuraM,KohnK:Inhibitoryeffectsof

greenteaonrenalstoneformation.26thCongressoftheSocieteInternationaled'Urologie

(Stockholm,Sweden,September8-122002)

IidaS,ChikamaS,IshimatsuM,InoueM,MatsuokaK,NodaS,KhanSR:Roleofhepa血sulfate

onculturedrenalepithelialcellsduringoxalateexposure.26thCongressoftheSociete

Internationaled'Urologie(Stockholm,Sweden,September8-122002)

山口 聡:衝 撃波による尿路 上皮細胞傷害と尿路結石再発との関連性の検討.第67回 日

本泌尿器科学会東部総会(2002年9月20日,東 京都)

山口 聡:衝 撃波 による尿路 ヒ皮細胞傷害 と衝撃波がcrystal-cellinteractionに およぼす影響

の検討.第67回 日本泌尿 器科学会東部総会(2002年9月20日,東 京都)

郡 健 二郎:尿 路 結石 診療の コッ と落 と し穴.第32回 日本 腎臓 学会西 部学術大 会(2002

年10月4日 一6日,和 歌山市)

・ 郡 健二郎:ガ イ ドライ ンか ら見た尿路 結石 の再発 予防 .岐 阜泌尿 器科医 会第43回 例 会

(2002年ll月10日,岐 阜市)

・ 吉村 麦
,坂 倉 毅,本 間秀樹,線 崎 博哉,多 和 田俊 保,藤 田圭 治,伊 藤 恭典,安 井 孝周,

戸澤啓一,郡 健 二郎:健 常 人 にお ける猪令湯投 与 に よる血液,尿 化学への影響 第52回

日本泌尿器科学会 中部総会(2002年ll月14日 一16日,名 古屋市)
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(2003年,平 成15年)

・ 山 口 聡:MicrogravityがCrystal -cellinteractionに 及 ぼ す 影 響 ～ 地 下 無 重 力 実 験 セ ン タ ー に

お け る 検 討.第3回 ウ ィ ン タ ー リ サ ー チ カ ン フ ァ レ ン ス(2003年1月10日 ,旭 川 市)

・ 山口 聡
,加 藤祐 司,北 原 克教,高 下紀 子,小 野 晴子,八 竹 直:微 小重 力環境 が尿 路結

石形成 の初期過程 に影響 を及 ぼす か?第12回 短時 間無重力利用 に関す る講演 会(2003年

3月5日,札 幌市)

・ 山 口 聡 八 竹 直1尿 路 結 石 形 成 の 初 期 段 階 に か か わ る
crystal-cellinteractionのrnV11%O実

験 と そ の 応 用.第91回 日 本 泌 尿 器 科 学 会 総 会(2003年4月5日,徳 島 市)

・YamaguchiS
,KatoY,OkuyamaM,KanekoS,YachikuS,WiessnerJH,MandelNS

FIowcytometricanalysisforphosphatidylserineoftherenalcollectingductcellmembranein

experimentalcalciumoxalatenephrolithiasis.98thAnnualMeetingofAmericanUrological

Association(Chicago,USA,April27-May1 ,2003)

(3)出 版 物

・ ガ イ ドライン作成 委員会:荒 川 孝
,五 十嵐辰 男,井 口正典,伊 藤 晴夫,小 川 由英,金 村

三樹 郎,守 殿 貞夫,郡 健 二郎 ,棚 橋 善克,丹 田 均,寺 井章人,西 尾俊 治,奴 田原紀久 雄,

秦野 直,東 原 英二,東 義 人,平 尾 佳彦,間 宮 良美,麦 谷荘 一・,村井 勝 ,森 本鎮 義,八

竹 直,山 口秋人,山 口 聡:尿 路結 石症 診療 ガイ ドライ ン(日 本 泌尿 器科学 会 ,日 本

Endourology・ESWL学 会,日 本尿路結石症学会編) ,金 原出版,東 京,2002
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研究成果

前述 した ように、本研究領域 は、国際競争が盛 んに行われ、短期 間に新たな概念が登場

した り、その分析手技 などが著 しく進歩する傾向にある。そのため年度途中には、研究代

表者、分担研究者、研 究協力者が全体会議 を開催 し、分担 された研究 ごとに研究成果が発

表 され、それらの結果の問題点や次年度の目標について議論 を行った。 また最終年度には、

研究 の発展性や今後の展望 についての再確認が行われ た。それぞれの年度 について発表、

討論 された内容は以下の通 りである。
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【平成12年 度(第1回 研究成果発表会)】6

平成12年11月18日 、旭川医科大学機器センター会議室

1.結 石 関連 蛋 白の分 離 精 製 及 び分 子 生 物 学 的分 析

(近畿大学)

2

3

4

5

尼崎直也

オス テ オポ ンチ ンのantisense遺 伝 子 導 入 に よ る結 石 形 成 抑 制 の 試 み と

尿 細 管細 胞 にお け る発 現 機 構

(名古屋市立大学)安 井孝周

Antisenseを 用 い た尿 路 結 石抑 制 物 質 の検 討

～ヒ トheparansulfateproteoglycan(syndecan -1)発 現腎尿細管上皮細胞株の樹立～

(久留米大学)飯 田 如

結 石 関連 蛋 白質 のmRNA発 現 コ ン トロ ー ル に よる結 石 形 成 、 結 石 抑 制

へ の影 響 検 討

～ラット腎におけるprothrombinmRNAの 発現の確認 と発現制御 についての

検討～

(金沢医科大学)森 山 学

細 胞 ・結 晶 の相 互 作 用 の検 討

～蔭酸 カルシウム結石形成モデルにおけるcIysta1・cellinteractionの検討 に

適 したinvivo実験系の確立～

(旭川医科大学)山 口 聡
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第1回研究成果発表会 報告1

結石関連蛋 白の分離精 製及び分 子生物学的分析

近畿大学 医学部 泌尿器科

尼崎直也、紺屋英児、栗田 孝

【目的】

尿路結石形成機序 に関わる有機成分 として、最近種 々の蛋 白成分が報告 されている。例

えばオステオポンチン(osteopontin;OPN)・ ネフロカルシン ・カルプロテクチ ン ・α2HS

糖蛋 白 ・プロ トロンビンなどである。現在世界的には、試験管内の実験系であるシー ドク

リス タル法 ・全尿法な どにより蔭酸 カルシウム結晶の凝集 ・成長 を分析する方法の他 に強

制的 にヒトの尿 中に結晶 を形成 させて、この中に含 まれる蛋 白であるCrystalMatrixProtein

(CMP)を 分析する方法などが主流である。 しか し生体内での結石形成 と前述の実験系 は

か な りの差異があ り、 このように非生理的条件下にて結 晶に付随 させ た蛋 白が、実際にヒ

トの結石の発生に も関わっているとは必 ず しも言 えない。 これ らの蛋 白をコラーゲン基質

上 に固定させて、いわゆる固相 上の蛋 白が蔭酸カルシ ウム結 晶の凝集 ・成長 に与える影響

を評価するというよ り生体に近い実験系の開発 により、各種 の尿路結石関連蛋白を再評価

することを目的 とする。

【方法】

(1)OPN・ ネフロカルシン ・カルプロテクチ ン等の各種尿路結石関連蛋 白を精製する。

(2)よ り生体 に近い実験系 として、 コラーゲ ンや フィプロネクチン等の基質に上記の蛋

白を付着 させ て、これ を材料に した シー ドクリスタル法 によ り蔭酸 カルシウム結晶

の凝集 ・成長に与える影響を調べる。

【結果】

(1)OPNと カルプロテクチンの精製は完了 している。

(2)OPNは コラーゲ ン穎粒 を用 いたシー ドクリス タル法において蔭酸カルシウム結晶の

凝集 ・成長を促進する作用が認められている。
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第1回 研究成果発表会 報告2

オステオポ ンチンのantisense遺 伝 子導入 による結石 形成 抑制の試 み

と尿細 管細胞 における発現機構

名古屋市立大学 医学部 泌尿器科

安井孝周、郡 健 二郎

私 達 は尿路 結 石 の有機 成分(マ トリクス)と して オス テ オポ ンチ ン(OPN)を 同定 し、

結石 形 成時 に腎 尿細 管細 胞 で発 現 が増 加 して い るこ と、結 石抑 制物 質 の投 与で 発現 が抑 制

され る こと を報 告 して きた。 今 回 、結 石 モ デ ル ラ ッ ト腎 でOPNの 発 現 を制御 す る こ とに よ

り結石形成抑 制 を試み た。

OPN遺 伝 子 を発 現 ベ ク ターpRc/CMVとpTet-spliceに 翻 訳 方 向 と逆 向 き に挿 入 したpTet-

OPNasとpRc/CMV-OPNasを 作 成 した。7週 齢SDラ ッ トに グ リオ キ シ ル酸20mg/kgを 連 日投

与 し、結 石 モ デル ラ ッ トと した 。pTet-OPNas導 入 群 、pRc/CMV-OPNas導 入 群 、 ネガ テ ィブ

コ ン トロー ル と してpRc/CMV導 入 群 を設 定 し、発現 ベ ク ター と リポ フ ェ クシ ョン試 薬 の混

合 液 を両腎 に局 注 した。14日 後 に腎臓 を摘 出 し、OPNの 発 現 、CaOxプ ラー ク形成 を検 討 し

たQ

コ ン トロー ルベ クター を導 入 した腎 ではCaOxプ ラー クが形 成 され たが 、OPNantisenseの

遺伝 子導 入 に よ りOPN発 現 とCaOxプ ラー ク形成 が抑 制 され た。OPNは 結 石 形成 に重 要 な物

質であ り、遺伝 子 治療 の標的 遺伝 子 とな りうる可能性 が示唆 された。

また 、腎 尿細 管細 胞 内 でのOPN発 現 機 構 を調べ るため 、尿 細 管培 養細 胞(MDCK細 胞)

にOPNと ビ トロネ クチ ンを添加 し、細 胞 内のFocaladhesionkinase(FAK)の リ ン酸化 の 程

度 とOPNの 発現 を検 討 した。 また 、OPNの 発現 を制御 す る転写 因子 につ い て も解 明 され て

い ない。 骨 組 織 にお いてOPNと 転 写 因子CBFA1(PEBP2αA)のmRNA発 現 部位 が 同 一部

位 であ る こ と、CBFAIの ノ ックア ウ トマ ウス でOPNmRNA発 現 が顕 著 に低 下 して い る こ と

か らOPN遺 伝 子 の発現 はCBFAIに 制御 され て い る こ とが推 察 され る。CBFAIがOPN遺 伝 子

の プ ロモー ター と して作用 して い る か をル シ フェ ラーゼ アセ イにて検 討 しエ チ レング リコ

ール を負荷 した結石 モデ ル ラ ッ ト腎 で
、OPNとCBFAIに つ い てinsitzchybridizationを 行 っ た。

CBFA1はOPNの 上流 部位 に結合 し転 写 をpromoteし てい る ことが示唆 され た。
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第1回 研究成果発表会 報告3

Antisenseを 用 い た 尿 路 結 石 抑 制 物 質 の 検 討

～ ヒ トheparansulfateproteoglycan(syndecan-1)発 現 腎尿細 管上 皮細胞株 の樹立～

久留米大学 医学部 泌尿器科

飯 田 如、井 上通朗、近間秀明、川越伸俊、野田進士

【背景 】

これ まで にわれ われ は、 ラ ッ ト結 石 形成 モデ ル を用 い てheparansulfate(HS)お よびそ の

生 体 内 での リガ ン ドであ るheparansulfateproteo91ycan(HSPG、syndecan)の 発現 が ・腎臓

に お いて充 進 して い る こ とを報 告 して きた。 今 回わ れ わ れ は 、 ヒ ト由 来 のsyndecan-1遺 伝

子 を以前 よ り結 石研 究 に用 い られ てい るMDCK細 胞 に導 入 し、新 しい細 胞株 を樹 立 して実

験 を行 うことに した。

【対象 および方法 】

ヒ ト前立腺 癌細 胞株(LNCaP)か らの ヒ トsyndecan-1cDNAの クローニ ングを行 い、蛋 白

発現 ベ ク ター に組 み こん だ後 、MDCK細 胞 に遺伝 子導 入 した。

【結 剰

RT・PCRに てhumanSyndecan-lgeneの 発 現 を、KIC-synd-1cells、LNCaP、 ヒ ト腎組織(normal

&RCC)に て認 め た。 一方MDCK細 胞 では 、発 現 を認 め なか った。MAbを 用 い た免 疫染色

で は、KIC-synd-1cellsに お い て 、細胞 間の接 合 部付 近 お よび表面 を 中心 に陽性像 を示 し、

Westernblottingに て も同様 の結 果 で あ った。HPLCを 用 い て、syndecan-1の 糖鎖 で あ るHSの

構 造 につ いて検討 を加 え た結 果 、wildtype、KIC-synd-lcellsと もに △DiHS-OSと △DiHS-NS

の2種 類が存 在す る事 が わ か った。 また 、KIC-synd-1cellsの 方 に よ り多 くの硫酸基 が含 まれ

てい た。 この 結 果 は、KIC-synd-1cellsの 方 がマ イ ナス チ ャー ジが 強 くな る事 を示唆 してお

り、 カル シウム との 親 和性 に何 らか の影 響 を もつ こ とが考 え られ る。 さ らに形 態学 的変 化

を調べ るため 、走査 電 子顕微 鏡 にて細 胞 表面 を観察 したが 、特 に両 者 に有 意 な違 い は認 め

なか っ た。 また 、KIC-synd-lcellsに 対 して ア ンチ セ ンス を導 入 し、そ の細 胞 内分 布 を蛍 光

顕 微鏡 にて調べ た結 果 、細 胞 質内お よび核 内 に存在 してい る こ とが わ かっ た。

【ま とめ】

今 回、 ヒ トsyndecan-1を 発 現 す るMDCK細 胞 を樹 立 した。 この 細 胞 株 を用 い る こ とに よ

り、今 後 蔭酸 カル シウ ム結 石 形成 過 程 にお け るcrysta1-cellinteractionに 対 して 、HSPGが ど

の ような役割 を担 うの か検 討 で きる もの と思 われ る。
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第1回研究成果発表会 報告4

ラ ッ ト腎 に お け るprothrombinmRNAの 発 現 の確 認 と発 現 制 御 につ い ての 検 討

金沢医科大学 医学部 泌尿器科

森山 学、鈴木孝治

【背景】

蔭 酸 カ ル シ ウム結 晶 よ り抽 出 され たCMPの ア ミノ酸 配 列 の 確 認 の 結 果 そ の 蛋 白 質 は

prothrombinのactivationpeptidefragmentlと 相 同性 が あ る ことが確認 され た。 またそ の高分

子物 質 自身vitroで は蔭酸 カル シ ウム結 晶 の 強 い凝 集 阻止 能 を持 つ こ とが 確 認 され てお り、

ヒ ト腎組織 の免疫 染色 の結 果 ひろ く尿細 管 の 細胞 質 に染色 され るこ とが確 認 され た、 以上

の こ と よ りprothrombin(こ こで は 肝 臓 由 来 の 本 来 のprothrombinと 区 別 す る た め 腎 由 来

prothrombinF1;RPTF-1と 呼 ぶ)は 何 らか の 形 で 腎尿 細 管細 胞 よ り発 現 し尿 中蔭酸 カ ル シ

ウム結 晶 と結合 しその 凝集成長 を抑制 してい る可 能性 が示唆 され た。

【目的 】

今 回我 々 は、 そのRPTF-1が 実際 に腎 結石 形 成過 程 にお い て腎尿 細 管 か ら発 現 しそ の発現

量 が蔭 酸 カ ル シ ウム結 晶 の影 響 に よ って調 節 され てい るか を確 認す るた め に も結 石形 成動

物(ラ ッ ト)モ デ ル を用い て検 討す るこ と と した。

【方法 】

mRNAの 確 認 は 一般 的 なAGPC法 に従 いtRNAを 抽 出 し今 回 は そ の ま まRT-PCRを 行 い

cDNAを 作 成 し電気 泳動 を用い て 目的 のPCR産 物 であ る ことを確認 した。

【結果】

ラ ッ ト腎 よ り抽 出 されたRNAか らRPTF-1のmRNAの 発 現 が確 認 され た 。 また結石 形 成 ラ

ッ トにおい てその発現 強度 に変化 が見 られ るこ とが確 認 された。

【考察 】

今 回の結 果 で はprothrombinは 正常 で の発 現 が 少 な く結 石形 成 時 に強 く増 強 してお り実験

動 物 群問 での 有 意差 が得 られ た。 今 後 は検 討 す る物 質 の数 を増 やす と共 に各 々の物 質 の 相

互 関係 の解 明 を目的 と したfunctionalassayを 予定 してい る。
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第1回 研究成果発表会 報告5

細 胞 ・結 晶 の 相 互 作 用 の 検 討

～篠酸 カル シ ウム結石形成 モデ ル におけ るclystal-cellinteractionの 検 討 に適 した

invivo実 験系 の確立 ～

旭川医科大学 医学部 泌尿器科

山口 聡、奥山光彦、安住 誠、八竹 直

【目的 】

蔭 酸 カ ル シ ウ ム 結 石 形 成 の 初 期 段 階 に お い て 、 蔭 酸 カ ル シ ウム 結 晶 と腎 上 皮細 胞 の

interaCtiOnは 重要 な因子 の一 つ であ る。 そ の検 討 は、 主 に培 養細 胞 を用 い たinvitro実 験 を中

心 に行 われ 、多 くの知 見 が得 られ てい るが 、toVIVO実 験 系 にお い て も、 これ らの結 果 を検

証 す る必 要性 が生 じて きた。従 来 、 …般 に多 く用 い られ て きた蔭 酸 カル シ ウム結 石形 成 モ

デ ル は 、腎 機 能 障 害 が必 発 かつ 腎 上皮 細 胞 に も高 度 な ダ メー ジが 加 わ るため 、crysta1-cell

interactionの よ うな微細 な実験 には適 して い ない と考 え られ る。 わ れ われ は、 これ らの実験

系 を見 直 し、蔭 酸 カル シウム結 晶 と腎 上皮 細 胞の 相 互作 用 を検 討 す る に相 応 しい条件 につ

いて検 討 した。

【方 法 】

6週 齢 、雄 性SDラ ッ トに対 し、以 下の条件 の溶 液 を自由摂水 させ た。

実験1;EthyleneGlycol(EG)+1%NH4Cl、 実験2;EG単 独 とし(EG濃 度 は 、各 々の実験 で

0.1、0.2、0.4、0.8vol.%の4群 を設定)、 それ ぞれ投与期 間別 に、各 種尿 ・血 液生化 学検査 、

尿 中蔭酸 カル シウム結 晶 と腎組織 内蔭酸 カル シウム結 晶 の沈着 につ いて検討 した。

【結剰

実 験1;EG濃 度 と投 与 期 間 に依存 して 、尿 中蔭 酸 排 泄 量 、蔭 酸 カ ル シ ウム結 晶形 成 と腎組

織 内蔭酸 カルシ ウムの沈着 は増加 、平行 して腎機能 障害 お よび尿細 管障害 が進行 してい た。

実験2;実 験1に 比 し、蔭 酸 カル シ ウム結 晶 形成 と腎組 織 内 蔭酸 カル シ ウム の沈着 は少 な か

ったが 、腎尿細 管 障害 はほ とん ど認 め なか った。

【考察 】

従 来の 実験 系 を、modifyす る こ とに よ り、 腎 障害 を最 小 限 に抑 制 し、 かつ 蔭 酸 カル シ ウ

ムの 結 晶尿 のみ が 惹起 され る条 件 の設定 は可 能 と考 え られ た。 さら に実 験系 の 種類 に よっ

て は、尿路 上 皮 に異 な る種類 の結 晶 を曝 露 させ る こ と も可 能 か も知 れ ない。 これ らを応用

す る と、invwo実 験 にお い て も、invitroで のcrystal-cellinteractionに 関す る実験結 果 は、 再

現 あるい は追 試が 可能 と思 われ る。
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【平成13年 度(第2回 研究成果発表会)】

平成13年12月1日 、旭川医科大学機器センター会議室

1

2

3

4
.

5

結石 関連蛋 白の分離精製及 び分子生物学 的分析

(近畿大学)紺 屋英児

蔭酸 カル シウム結石発生 におけ る尿 中高分子物 質の作用機序 解明 に

関す る研究

～オステオポンチンの発現機構 と結石形成について～

(名古屋市立大学)安 井孝周

蔭酸 カルシウム結石形成 過程 にお ける高分子抑制物質heparansulfateの

機能解析

～腎尿細管上皮細胞を用いた細胞内カルシウムイオンの変化に対する影響～

(久留米大学)飯 田 如

ヒ ト近位尿細管細胞 にお け る結石 関連 蛋 白の発現 について

(金沢医科大学)森 山 学

蔭酸 カルシウム結石 形成 モ デルにお ける腎集合管細胞 での

phosphatidylserine発現 とその定量 的評価

(旭川医科大学)山 口 聡

一23一



第2回研究成果発表会 報告1

結石 関連 蛋白の分離 ・精製 と分 子生物 学的分析

近畿大学 医学部 泌尿器科

紺屋英児、辻 秀憲、栗田 孝

MadineDarbyCanineKidney細 胞(MDCK細 胞)表 面 にOPNを 付 着 させ てMDCK細 胞 への

CaOx結 晶の付着 程度 を走査 型電子顕微 鏡(SEM)で 観 察 した。関連物 質 として、Thrombin、

Arg-Gly-Aspペ プ タイ ド(以 下RGD)、Arg-G亘y-Gluペ プ タイ ド(以 下RGE)と ヒ トの母 乳

よ り精 製 したOPNの 計4種 類 の物 質 を使用 して 、45Ca量 を測定 、結 晶 の付 着 状況 をSEMで 確

認 した。 関 連 物 質 を投 与 して い な い対 象 例 は 細 胞 表 面 へ の結 晶 の 付 着 が 認 め られ た 。

thrombin投 与例 で は対 象 例 に比 べ る と明 らか に結 晶付 着 量 の減 少 を認 めた。RGD、RGE投

与例 は対 象例 と比 べ て特 に差 を認め なか った。OPN投 与例 で は他 の群 と比べ て結 晶付 着 量

が増 加 してい た。 次 に各 群 のCa濃 度 を測定 した。 対 象例 に比 べ て 有意 にthrombin投 与例 に

お い てCa濃 度 の低 下 を認め た。OPN投 与例 では対 象例 と比べ て有 意差 は なか ったがCa濃 度

の増 加 がみ られ た。RGD、RGE投 与例 と対 象 例 との 間 で は差 は 認め なか っ た。 以 上の よう

にMDCK細 胞 へ のCaOx結 晶 の付着 はOPNに よっ て促進 され る こ とが 明 らか とな り、OPNは

結 石 形成 過程 の促進 因子 と して重 要 で あ る こ とが推 察 され た。 次 に、 ア ンチセ ンス法 を用

い て特 異 的 に細胞 内で のOPN合 成 の 阻害 を試み た。OPNに 対 す るantisenseoligonucleotideを

作 成 して 、 まずantisenseoligonucleotide添 加 でOPNが 抑 制 、 阻害 され てい るか を蛍 光抗 体法

で確 認 した。 次 にantisenseoligonucleotide添 加 に よる結 晶 沈着 程度 を、45Ca量 の測 定 な らび

にSEMで 確 認 した。細 胞内OPNは 、antisenseoligonucleotide27μMの 濃度 で細胞 内 のOPNを

十分 に阻 害 してい た。次 に45Ca量 を測定 した ところantisenseoligonucleotide投 与 群 で は23.4

±7.3%と45Ca量 が 減少 し、contro1、DOTAP、sense群 と比較 して明 らか に差 を認め た。次 に

SEMを 行 っ た と ころantisense群 で は27μMの 濃 度 で そ の他 の 群 に比 べ て個 々の 細胞 での 結

晶 は やや減 少 してい る よ うに確 認 された。 今 回の検 討 か ら、 結石 形成 初期 の 結 晶付着 機序

で その接 着 的 な役 割 を担 ってい るマ トリ ックス と してOPNが 主 因 を占め てい る こ とが 推察

され た。 以上 の よ うにMDCK細 胞 へのCaOx結 晶 の付 着 はOPN蛋 白に よって促 進 され る こ と

が 明 らか とな り、 ま たそ れ はthrombinやantisenseoligonucleotideに よ り阻 害 され る こ と も明

らか となった。
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第2回研究成果発表会 報告2

蔭酸 カル シウム結石発生 における尿 中高分子物質 の作用機序解明 に関す る研 究

～オステオポンチンの発現機構と結石形成について～

名古屋市立大学 医学部 泌尿器科

安井孝周、郡 健二郎

私達 は尿路 結 石 の有機 成分(マ トリ クス)と して オス テ オポ ンチ ン(OPN)を 同定 し、

結 石形 成時 に腎 尿細 管細 胞 で発 現 が増 加 して いる こ と、結 石抑 制物 質 の投与 で発現 が抑 制

され る こ とを報 告 して きた。 培 養 尿細 管 細胞 でOPNの 発 現 を抑 制 す る こ とに よ って蔭酸 カ

ル シ ウム結 晶 と細 胞 の接 着が 阻害 され る こ とを示 し、結 石 モ デ ル ラ ッ ト腎 でOPNの 発 現 を

制御 す るこ とに よ り結 石形 成 の抑 制 を示 した。OPNは 結 石形 成 に重 要 な物 質 で あ り、遺伝

子 治療 の標 的遺伝子 とな りうる可 能性 が示唆 され、OPN発 現機 構 の解 明 が必 要 と考 えた。

Focaladhesionkinase(FAK)は 接 着斑 リン酸 化酵 素 で 、腎尿 細 管細 胞 で もイ ンテ グ リン

とOPNの 接 着 に伴 いFAK、 細 胞 骨 格 蛋 白 な どが チ ロシ ン リン酸化 を受 け 、細 胞 内 に情 報伝

達 が なされ、遺伝 子発現 が制御 されて いる。OPNも この系 よる制御 を受 け てい る と考 えた。

腎尿 細管細胞 内でのOPN発 現機 構 を調べ るため 、尿細 管培養 細胞(MDCK細 胞 、NRK細 胞)

にOPNと ビ トロ ネクチ ンを添加 し、細胞 内のFocaladhesionkinase(FAK)の リン酸化 とOPN

の発 現 を検 討 した。 刺激(添 加)し たOPN蛋 白濃度 に依 存 してOPNの 発 現が 増 加 した。 こ

の と き、FAKの リン酸 化 が進 ん でお り、OPNに よるFAKを 介 したOPNの 自己分泌 機 構 が関

与 してい る可能性 が示 唆 され た。 また、OPNの 発現 を制御 す る転写 因子 につい て検 討 した。

骨 組 織 におい てOPNと 転 写 因子RUNX2(CBFA1、EBP2αA)のmRNA発 現部 位 が 同 一部 位

で あ る こ と、RUNX2の ノ ッ クア ウ トマ ウス でOPNmRNA発 現 が顕 著 に低 下 して い る こ と

か らRUNX2がOPN発 現 を制御 して い る可能 性 が 示唆 され る。RUNX2がOPN遺 伝 子 の プ ロ

モー ター と して作 用 してい るか をル シ フェ ラーゼ ア ッセ イに て検 討 しエ チ レング リコー ル

を負荷 した結 石 モ デ ル ラ ッ ト腎 で 、OPNとRUNX2に つ い てinsituhybridizationを 行 っ た。

RUNX2はOPNの 上流部位 に結合 し転写 をpromoteし てい るこ とが示 唆 され た。

今後 は発 現機構 の解明 か らOPN発 現 制御 を可能 に したい。
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第2回研究成果発表会 報告3

荏 酸 力ル シウム結石形成 過程 にお ける高分子抑制物質

heparansulfateの 機 能解析

～腎尿細管上皮細胞を用いた細胞内カルシウムイオンの変化に対する影響～

久留 米大学 医学部 泌尿 器科学教 室i)

同 第2生 理学教 室2)同 化 学教室3)

飯 田 如1)、 石松 秀2)、 近 間秀明1)、 井上通朗1)、

川越伸 俊i>、 野 田進 士1)、 高園磯子3)

【背景 】 以前 よ りHSの 結 石形成 過程 にお け る役 割 は、主 に結 晶凝 集や 成長 過程 にお け る阻

害作 用 にあ る と報告 され てい る。 近年 結 石形 成過 程 で、crystal-cellinteractionの 重要性 が 指

摘 され、 さ らに この現象 は蔭酸 に よる細 胞 傷 害 が密 接 に関与 してい る との報 告が な されて

い る。 一 般 的 に、細 胞 傷 害 によ り細 胞 内 カル シ ウム イ オ ン(Cat")が 変 化 す る こ とが 知 ら

れ て い るが 、蔭 酸 に よる細 胞傷 害 に関 しての 細 胞 内Ca2〒に関 す る詳細 な報告 は無 い。 そ こ

で今 回我 々 は、HSの 細 胞 内Ca2+の 変 化 に対 す る効 果 を検 討 し同時 に蔭 酸 カ ル シウム結 石形

成 にお け る新 しい 知見 を得 たので報 告す る。

【対 象 および方 法 】

MDCK細 胞 をglassbottomdishに 培養 した の ち実験 に供 した。細 胞 内Ca2+の 測 定 に関 して

は、OregonGreenBAPTA-1AM(10μM)に て処 理 後、細 胞内Ca2+濃 度測 定装置(ARGUS-

50)を 装備 した倒 立型顕 微 鏡上 にて観 察 した。 また 、05・2.OmM蔭 酸 を添 加 し細 胞 内の 変

化 を調べ た。 また、 あ らか じめheparinも し くはheparansulfate(HS)に て前 処 置 した場合 の

細 胞 と、invitroでHSPGの 機能 を調べ る ため樹 立 したKIC-synd-1細 胞 につい て も、同様 の 実

験 を行 なった。形態 学 的変化 を、透 過型電 子顕微 鏡 にて観 察 した。

【結 果お よび考 察】

細 胞 外 蔭酸 濃 度 が 高 い ほ ど(>1mM)、 細 胞 内Cagyは 有 意(p〈0.05)に 低 下す る傾 向 で

あ っ た。 また、細 胞外 液 のpHが7,0以 下 で細 胞 内Ca2+濃 度 は 、一過 性 の上昇 を認め た。 ア シ

ドー シス に よる細胞 内Ca2+の 上昇 は、明 らか に細 胞 内 カル シ ウ ムス トアか らの放 出 に起 因

す る もの で 、結 石形 成 にお いて 重要 な反応 と考 え られ た。 蔭 酸添 加 時 に細胞 内Ca2+が 低 下

す る原 因 と して、細胞 内 に流 入 した蔭酸 が 、細 胞 内のfreeのCa2+と 結合 す る こ とに よ り低 下

す るの で は ない か と考 え られ た。 透 過型 電 子顕 微 鏡 所 見 で は、蔭 酸添 加群 にお い て、細 胞

室 内 にvacuolizationと そ の 内部 にcelldebrisと 塩 類 を含 ん だ コロ イ ド状 の変 化 を きた して い

た。 この 変化 は、結 石 形成 の初 期段 階 と して 重要 な反応 と考 え られ た。以 上 の結 果 よ り、

細 胞 内Ca2+は 、 蔭 酸 添 加やpHの 変化 にて 短 時 間 内 に変 化 し、蔭 酸添 加群 にお い て はfreeの

蔭 酸が細 胞 内Ca2中と結合 し、さ らに細胞 質内 で結 晶形成 を起 こ しうる可能性 が示唆 され た。

一方HSは
、細胞 表面 をchargebarrierに て 覆 うこ と に よ り、 蔭酸 イオ ンの細胞 内流 入 を阻 止

す る こ とに よ り細 胞 傷 害 を防 ぐ働 きが あ り、CaOx結 石形 成抑 制 の ため に重要 な役割 を演 じ

て い る事が示唆 された。
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ヒ ト近位尿細管細胞 にお ける結石関連蛋 白の発現 について

金沢医科大学 医学部 泌尿器科

森 山 学、鈴木孝治

【研 究 目的】

多数 の尿 路 結石 症 関連 物 質 よ り最 近 特 に研究 が 進 み かつ 、分 子 生物 学 的 に検 討 され てい

る3つ の物 質つ ま りrenalprothrombinflagment-1(RPTF-1)、osteopontin(OPN)そ してbikimin

に注 目 し培 養細 胞 を用 い て それ らの発現 とそ の局 在 、 また そ れ らが 蔭 酸 の尿 細 管細 胞 に対

す る影響 に関連 して い るか を確 認す るの を目的 に本 実験 を遂行 した。

【実験方 法】

ヒ ト尿細 管 上皮細 胞 を用 い継代 培 養 を行 った。 蔭酸 に よる細 胞 障害 の確 認 には蔭酸 を添

加 した培 養細胞 にnitrobluetetrazolium(NBT)を もちい て活性 酸素 の 局在 を求 めた。 また そ

れ ら蔭酸添加 に よる刺 激後 の細胞 か らTotalRNAを 抽 出 しrealtimePCR法 でmRNAの 発現 率

を同時 に比 較検 討 した。蛍 光免 疫 染 色 はそ れぞ れの 蛋 白質 のpolyclonal抗 体 を用 い メ ッセ ー

ジの発現 に伴 う蛋 白の存在 を さらに検討 した。

【実験 結果】

control群 と比較 して蔭 酸 添 加群 で は活性 酸 素 の発 現 が確 認 され た。 結石 関連 蛋 白質 で あ

るRPTF-1、OPNお よびbikuninの 発現 がRT-PCRで 確 認 され、realtimePCR法 を用 い たmRNA

の発現 率の検 討 でhousekeepinggeneに 対 す る発現 率 はい ず れの 蛋 白で もコ ン トロー ル群 に

比 べ蔭酸 負荷 後60分 経 過 した時 点 で上 昇傾 向 にあ った。 な か で もRPTF・1お よびOPNで 有 意

差 を持 っ て上 昇 して い る こ とが確 認 され た。 蛍 光抗 体 を用 い た免疫 染色 で はmRNAの 発現

に裏 付 け られ る ように細 胞 質 にお の おの の抗 原が 蛍 光物 質 で 標識 され てい るの が確 認 され

た。

【ま とめ1

ヒ ト培養 細胞 で も これ まで検 討 されて い た結石 関連蛋 白質 の発 現 か ら蛋 白の存 在 を確認

しまた 同時 に蔭 酸 に よ り発 生 して い る活性 酸 素 の局 在 も提示 す る こ とが で きた。蔭 酸 刺激

に よる細胞膜 での活性 酸 素の 発生 とこれ ら蛋 白の発現 は強 い関係 が ある ように示唆 された。
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蔭酸 カル シウム結石形成 モデル における腎集合管細胞 での

phosphatidylserine発 現 とその定量的評価

旭川 医科大 学 医学部 泌尿器科P

遠軽厚 生病 院 泌 尿器科2)

山口 聡1)、 加 藤祐 司1)、 高 下紀 子1)、

和 田直樹P、 八竹 直1)、 奥山光彦2)

【目的 】

尿路 結 石 形成 の初 期 過程 に おい て結 晶細 胞 間相 互作 用 は重 要 であ る。尿 路 上 皮細胞 傷 害

時 に シ ュウ酸 カ ル シウ ムな どの結 晶 の接 着 が増 加 す る こ とが 知 られ 、 その要 因の一 つ に細

胞 膜 表 面へ のphosphatidylserine(PS)の 露 出が あ る。細 胞 培 養 に よるinvitro実 験 で は、 高

濃 度 の シ ュ ウ酸 が細 胞傷 害 を惹起 し、細 胞 膜外 方 で のPS発 現 が増 加 す る こ とに よって 、細

胞 にcalciumoxalatemonohydrate(COM)結 晶 が接 着 しやす くなる こ とが 明 らか とな ってい

る。 しか しこの よ うな状 態 でのPSの 発 現 につ い ては、invivo実 験 では検 討 され てお らず 、

加 えて その定 量的評 価 も行 わ れて い ない 。 わ れ われ は シュ ウ酸 カル シ ウム結 石 形成 モ デ ル

を用 い て、 高 シ ュ ウ酸尿 下 におけ る 腎集 合 管細 胞 でのPSの 発 現 をflowcytometry(FCM)に

よ り検 討 した。

【方 法】

腎実 質 障害 を最 小 限 に抑 制 し、か つ確 実 に高 シュ ウ酸 尿 を誘発 す る よ うに調 整 した実験

群 を5グ ルー プ設定 した。Gl:0.1%Ethyleneglycol(EG)+1%塩 化 ア ンモ ニ ウム(AC)、

G2:0.2%EG+1%AC、G3:0.4%EG+1%AC、G4:0.4%EG単 独 、G5:0.8%EG単 独 。

以 上 のspecialwaterを6週 齢 、雄性SDラ ッ トに対 し、9-14日 間 、 自由摂水 させ た。代 謝 ケー

ジにて24時 間尿 を収集後 、sacrificeし、採 血後 に速 や かに右 腎 を摘 出 した。腎 乳頭 部 を切 除、

PBSで 洗 浄 、細切 した後 、dispaseお よびcollagenase処 理 にて腎集 合管細 胞 を単離 した。 これ

らの細 胞 に、PSを 特 異的 に認識 す るAlmexinV(FITC標 識)を 反 応 させ 、propidiumiodode

ど 二重標 識 の後 、FCM(EPICSElite、Beckman・CoulterInc.)に よる解析 をお こな った。左

腎 は、HE、vonKossa、Pizzolato染 色 な どの組 織学 的検討 に供 した。

【結果 と結論 】

コ ン トロール群(tapwater)と 比較 して、AnnexinV-FITC陽 性細胞(PS発 現細 胞)は 、EG

投 与量 に伴 って徐 々 に増 加 してい た。FCMに よ り、PS発 現細 胞の定 量的 評価 は可 能 であ り、

細 胞 傷害 による結 晶細 胞間相 互作用 への影 響 が よ り明確 に分析 され る もの と期待 され る。
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ヒ トOPN-DNApolymorphismに つ い て の検 討

(近畿大学)・ 辻 秀憲

抗 酸 化 物 質 に よ る結 石 形 成抑 制

～尿路結石症における抗酸化作用および酸化ス トレスによるアポ トーシスの検討～

(名古屋市立大学)戸 澤啓一

腎 尿 細 管 上 皮 細 胞 に存 在 す るheparansulfate(HS)/heparansulfateprotcoglycan

(HSPG、syndecan-1)の 蔭 酸 お よ びCOM結 晶 に対 す る役 割 につ い て

(久留米大学)近 間秀明

蔭 酸 カル シ ウ ム結 晶 の 腎 ・尿細 管細 胞 へ の刺 激 とrenalprothroimbin

(RPTF-1)お よび そ の 他 の関連 遺伝 子 の マ クロ ア レ イを利 用 した検 討

(金沢医科大学)森 山 学

衝 撃波 に よ る尿 路 上 皮 細 胞 傷 害 と衝 撃波 がcrysta1。cellintcractionに お よぼ す

影響 の検 討

(旭川医科大学)山 口 聡

29



第3回研究成果発表会 報告1

ヒ トOPN-DNApolymorphismに つ い ての 検 討

近畿大学 医学部 泌尿器科

辻 秀憲、紺屋英児、栗田 孝

【背景 と 目的】

オ ス テ オポ ンチ ン(OPN)は カル シ ウム含 有結 石 のマ トリ ックス成 分 の1つ で あ り、結

石 形成 時 に腎尿 細 管細 胞 で発 現 が増 強 してい る こ とや蔭 酸 カル シウム結 晶 と尿 細 管培 養細

胞 との接 着作 用 な ど、結 石形成過 程 にお いて重 要 な役割 を担 ってい るこ とが知 られてい る。

OPNは 正常腎 に も存在 す るが 、結 石形成 時 に強 い影 響が あ る場合 、OPN-DNAにpolymorphism

が 生 じる こ と も推 察 され る。 そ こで 、尿 路 結 石 患 者 と健 常 者 のOPN-DNAに つ いて比 較 検

討 した。

【方 法 と結 果】

ヒ ト末梢 血 の 白血 球 よ りOPN-DNAを 抽 出 した。 制限 酵素Ava・ を用 い てOPN-DNAを3つ

の丘agments(OPN-1～3)に 分 け 、各 々SSCP(strandconfbmlationpolymorphism)解 析 を行

っ た。尿 路結 石 患者 の場 合 、OPN-3で は高頻 度 に移動 度 の差 を認 め た為 、 その 部位 のdirect

sequenceを 行 った。尿路結 石患者 で は、codon250で 高 頻度 にGCC→GCT(Cytosine→Thymine)

へ のpolymorphismを 認 め た。 さ ら に このpolymorphismの 頻 度 、 タ イ ピ ング をRFLP(PCR-

restrictionfragmentlengthpolymorphism)法 を用 い て行 った。制 限酵 素Alu・ を加 え ると、GCC

homoで は認 識 部位 が1カ 所 で 、GCC/GCTで は 、3カ 所 、GCChomoで は 認識 部位 が2カ 所 と

な り、タイ ピングが可 能 とな る。健 常者 は45名 の うちGCChomol6名 、GCC/GCT18名 、GCT

homoll名 であ った。結 石患 者 は93名 の うちGCChomoが3名 、GCC/GCT57名 、GCThomo33

名 で あ った。 次 に、両 親 の どち らか が尿 路 結 石 で 、 子供 も結 石 を有 す る5家 系 で 同様 の検

討 を行 うと、結 石患者 の子供 は親 のOPN-DNAのmutationが 受 け継が れて いる と考 え られた。

両 親 が結 石患 者 で な く、子供 が 結石 患 者 で あ る4家 系 で は、2家 系 で子供 は片 親 と同 じ多型

表現 型で 、2家 系 で両親が ホ モ型 で 、子供が ヘ テ ロで あっ た(親 子 で違 う表現 型 であ った)。

【結謝

今 回指 摘 したOPN・DNAにpolymorphismは 同義 置換 で蛋 白構 造 に差 は なか った。 しか し、

尿 路結 石症患 者 で今 回のpolymorphismのgenefrequencyは 高 く、codinglevelで あ りなが ら、

これ が上 流 のenhancer領 域 な ど蛋 白合成 に関 わ る部位 の変 異 に リ ンク してい る可能性 はあ

る。exon全 域 の多 型検 索 した文献 も見 られ るが 、50例 前後 の タイ ピン グで はア レル頻 度 の

決定 は非常 に難 しい のが 現状 であ る。今 後 まず多 くの コ ン トロー ルの 多型 解析 が必 要 と考

え られ る。
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抗 酸 化 物 質 に よ る結 石 形 成 抑制

～尿路結石症における抗酸化作用および酸化ス トレスによるアポ トーシスの検討～

名古屋市立大学 大学院医学研究科 病態外科学講座

腎 ・泌尿器科学 戸澤啓一,郡 健二郎

【目的 】

われわ れ は これ まで 、緑 茶 が 腎尿細 管 内 の蔭 酸 カル シ ウム結 晶形 成 を抑 制 す る こ とを報

告 して きた。 そ こで今 回は以 下 の点 につ い て検 討 した。① 緑 茶 の どの成 分 が作 用 してい る

の か。② そ の作 用機 序 はいか なる ものか 。緑 茶 の 主効 能 か ら抗 酸 化作 用 が 主 であ る と考 え

られ 、腎組織 中SOD(superoxidedisumutase)活 性 、酸 化 ス トレス に よるア ポ トー シス を検

討 した・ ③tovitr・ にお いて も同様 な検 討 をす るた め、MDCKを 低酸 素状 態 にお くこ とに よ

り酸化 ス トレス をか け、抗 酸化物 質 であ るcatechinお よびprobuco1を 添加 し検 討 した。

【方法】

1

皿.

緑 茶 を 投 与 し た 結 石 モ デ ル ラ ッ トの 腎totalRNAを 抽 出 しOPN(osteopontin)、SOD

に つ い てRT-PCRを 行 っ た 。 腎 組 織 中SOD活 性 は 亜 硝 酸 法 で 測 定 し た 。 酸 化 ス ト レ ス

に よ る ア ポ トー シ ス はTUNEL法 、p53、bcl-2免 疫 染 色 で 検 討 し た 。

MDCKをLab-Tekに 培 養 しBBLgaspackを 用 いhypoxia-inducedoxidativestressを か け る
。

こ こ へEGCG(epigallo-catechingallate)を 添 加(0 、0」 、05、5mg/ml)し16時 間 後 に

固 定 、SOD、 ア ポ トー シ ス に つ い て 検 討 し た 。

【結果】

1

皿.

腎組織 中SOD活 性 は緑茶投与群は結石形成群 に比較 し有意に増加が認め られた。結

石形成群 ではTUNEL陽 性細胞、p53発 現が増加 し、bcl-2発現が減少 していた。

酸化ス トレス によりアポ トーシス認め られ、EGCG濃 度依存 的にSODタ ンパ クの発

現が増加 した。培養液中のSOD活 性 もEGCG濃 度依存的に増加 した。

【考察】

蔭酸 カルシウム結晶形成抑制 には緑茶成分の 中でcatechinが作用 している。作用機序 はm

VIVO、invitroの 結果か ら酸化 ス トレスによるアポ トー シス抑 制 を介 した抗酸化作用が主で

あると考 えられた。抗酸化作 用は血管内皮細胞で もみ られ現在では抗酸化物 質が動脈硬化

症の予防に投与 されている。結石治療 において も将来、抗酸化物質投与が有効であるのか

検討する必要があると考えられた。
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腎尿 細管 上 皮 細 胞 に存 在 す るheparansulfate(HS)lheparansulfate

proteoglycan(HSPG、syndecan-1)の 篠 酸 お よびCOM結 晶 に対 す

る役 割 に つ い て

久留米 大学 医学部 泌 尿器科 学教 室1)

同 第2生 理学 教室2)同 化学 教室3)

飯 田 如1)、 近 間秀 明1)、 川越 伸俊1)、 井上通朗1)、

野 田進士tl、 石 松 秀2)、 高 園磯 子3)

【背景 お よび 目的 】 これ まで に我 々 は、蔭 酸 カル シ ウム結石 形 成 ラ ッ ト腎 にお けるheparan

sulfate(HS)、 お よ びheparansulfateproteoglycan(HSPG、syndecan)の 発 現が 充進 してい

る こ とを報 告 して きた。 近年 結 石形 成 過程 で、clysta1・cellinteractionの 重要 性 が指摘 され、

この現 象 は蔭酸 に よる細胞 傷 害 が 関 与 してい る との報 告 が な され てい る。 一般 的 に、細 胞

傷 害 に よ り細胞 内 カ ル シ ウム イオ ン(Ca2+)が 変 化す る こ とが 知 られ てい る。 昨年 度 まで

に我 々 は、1)高 濃 度 の蔭 酸暴 露 に よ りMDCK細 胞 内Ca2ーが変 化 す る こ と、2)HSに て前 処

理 され たMDCK細 胞 に蔭 酸暴 露 して も細 胞 内Ca2+は 変化 せ ず 、細 胞 傷 害 も抑 制 されてい た

こ と、3)syndecan-1導 入MDCK細 胞(KIGsynd-1)に お いて も、HS処 理 されたMDCK細 胞

と同様 、蔭酸暴 露 に対 して細胞 保 護 効果 が あ るこ とを報告 して きた。 今 回我 々 は、HSお よ

びsyndecan-1の 蔭 酸 暴 露 お よびcrystal-cellinteractionに 対 す る役 割 につ い て検 討 したの で報

告 す る。

【対象 および方法 】MDCK細 胞 とKIC-synd-1細 胞 を培養 したの ち実験 に供 した。細胞 内Ca2+

の 測 定 に 関 して は 、OregonGreenBAPTA-lAMに て 処 理 後 、 細 胞 内Ca2+濃 度 測 定 装 置

(ARGUS・50)を 装備 した倒立 型顕 微 鏡 上 に て観 察 した。 また、 蔭酸(1.OmM)を 添加 し

細 胞 内 の変化 を調べ た 。 ま た、 あ らか じめHSに て前 処 置 した場合 の細 胞 と、KIC-synd-1細

胞 につ い て も、 同様 の実験 を行 なった。 また 、Crystal-cellinteractionに つ いて は、SEMに よ

るCOMcrystalの 細胞 表面 へ の付着 状態 を観 察 した。蔭 酸 に よるcellviabilityの 変化 は、MTT

assayに て行 なった。

【結果 】蔭酸暴 露 に よる細 胞 内内Ca2+は 有 意(pくo.oi)に 低 下す る傾 向 であ った。一 方、HS

処 理 後MDCK細 胞 お よ びKIC-synd-1細 胞 で は、蔭 酸 暴露 に よる細 胞 内Ca2+の 変化 は認め な

か った。KIC-synd-1細 胞 にお け る 、syndecan-1の 遺伝 子 お よび蛋 白 レベ ルで の発現 は、蔭酸

添 加 に よ り有 意 に充進 して い た(p<0.Ol)。 また、蔭 酸 暴露 時 のcellviability低 下は、HS処

理 群 お よびKIC-synd-1細 胞 で は認 め られ な か った。COMcIysta1添 加 時 の細 胞 表面 へ の吸着

は 、MDCK細 胞 に比 較 してKIC-synd-1細 胞 で少 ない傾 向 にあ っ た 。 一 方 、KIC-synd-1細 胞

をheparitinase処 理 し、細 胞 表面 のHSを 除去す ると、COMcrysta1の 付着 は著 明 に増加 した。

【結論 】尿細 管 上皮細 胞 表 面 に存在 す るHSお よびsyndecan-1は 、 蔭酸 暴 露 に対 す る細 胞傷

害 を とCOMcrystalの 細胞 表 面へ の付 着 を抑 制 す る結 果 、蔭酸 カ ル シウム結 石形 成 を阻ILす

る役 割 を果たす こ とが示唆 された。
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蔭酸 カルシ ウム結晶の腎 ・尿細管細胞 への刺激 とrenalprothroimbin

(RPTF-1)お よび その他 の関連遺伝子 のマク ロア レイを利用 した検討

金沢医科大学 医学部 泌尿器科

森山 学、宮澤克人、鈴木孝治

【背景 ・目的 】

尿路 結 石症 の発 生 機序 を考 え るにお い て結 石構 成 成分 の一 つ であ る蔭酸 に よ る細 胞刺 激

が及 ぼ す尿 細 管細 胞 の変化 は さ ま ざまな 意味 で の 関与 が示唆 され てい た。 わ れ わ れは尿 路

結 石症 にお け る結石 関連 蛋 白 と してのRPTF-1と い う物 質 を検 討 して い る中 でそ の本 体 であ

る プロ トロ ン ビ ンの働 きの ひ とつ と して急性 期 の 炎症 反応 に介在 す る炎 症 関連 物 質 で あ る

こ とに注 目 した。実 際 に細胞 刺 激 に起 因 す る細 胞 障害 も一種 の炎症 反 応 と して伝 播 す るは

ず であ り、以前 よ り我 々が 報告 した よ うに過 蔭 酸尿 症 の状態 で発 現 率 が増加 す るRPTF-1に

お い て は前述 のpathwayと して非 常 に有 力 視 され る。今 回我 々はそ の経 路 の確 認 と解 明 の た

め に実際 の ところ尿 細 管上皮細 胞 に対 す る蔭酸 刺激 が 実際 にRPTF・1mRNAを プ ロモー トし

蛋 白 を発 現 してい るの か を確 認 し検 討 す る こ とに した。 また基礎 医学研 究 にお い て も遺伝

子工 学技術 の進 歩 に伴 い、機 能 ゲ ノム科学 の観 点 か ら検 討 が 展 開 され この よ う な背 景 の も

と、結 石形 成 が複 数 の ステ ップか らなる複 雑 な現 象 で あ り、各 々 の過程 で多 くの遺伝 子 群

の 関与 が推 定 され る こと よ り、 その 分子 機 構 の解 明 には多 数 の遺伝 子群 の発 現 パ ター ンの

同 時解 析 が 必 要 と考 え られ る。 そ の た めDNAマ ク ロア レイ法 を使 用 して蔭 酸 カ ル シ ウム

(CaOx)結 晶暴 露 前後の腎尿細 管培養 細胞 の遺 伝子 群の発現 プロ ファイル解 析 を試 みた。

【方 法】

尿細 管細胞 は イヌ遠位尿細 管由来 のMadin-Darbycaninekidney(MDCK)細 胞 を用 いRPMI

l640に 終濃 度5%と な る ようにfetalbovineserumを 添 加 し5%CO2下 に37℃ で培 養 を行 った。

培 養 液 には蔭 酸 を(終 濃 度1mM)添 加 し、RT-PCRに よるmRNAの 発 現 の確 認 を行 ない そ

の プ ロモ ー ター領 域 の の遺伝 子 配 列 を1igationし て下 流 にluciferaseの 配 列 をつ け てMDCK細

胞 にtransfectionし 蔭 酸 とprothrombinの プ ロモー ター との 関連 を見 た。 さ らにprothrombinAb

を用 い た培 養 細胞 にお け るRPTF-1蛋 白質の 局在 の検 討 をお こなった。 マ クロ ア レイ に関 し

て は現 存 す るア ニマ ルモ デル であ る ラ ッ トの尿 細 管培 養細 胞NRK-52Eを 用 いCaOx結 晶 お よ

び を添 加 し暴 露 前後 のmRNAを 抽 出 した。AtlasExpressionArrayKitを 用 い て32P標 識cDNA

プ ローブ を作 製 し、 プ レハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン したRatArray(Toxicology1 .2Array)ナ

イロ ン膜 とハ イ ブ リダイズ させglobalsumnormalization法 で遺伝 子発 現 の変化 を評価 した。
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【結果】

RT・PCRに よ りイヌ遠位尿細管培 養細胞でのRPTF-1mRNAの 発現 が確認 されイヌにお

けるprothrombinの 遺伝子配列 の一部 を確認 した。luciferase遺伝 子を導入 したMDCK細 胞 に

蔭酸 を負荷す ることで発色が確認 され確実 に蔭酸刺激でprothrombinの プロモーターが働い

ていることが確認 され同時に行 った免疫染色ではRPTF-1の 局在は同様 に細胞質に確認 され

た。NRK-52Eに おけるア レイの結果 はCaOx結 晶暴露前後での多数遺伝 子の同時解析 とプロ

ファイ リングが可能であ り30遺伝子 に発現量の変化 を認めた。 この うち2倍 以上増加 した

遺伝子は9遺 伝子で従来から報告 されているosteopontinが含 まれていた。

【考察】

現在 まで報告 されてい る腎組織でのprothrombinの 発現は過蔭酸尿状態や培養細胞への蔭

酸負荷 により増加す ることが確認 されているが、今回の検討で確実に蔭酸刺激でRPTF-1蛋

白のmRNAが プロモー トされてい ることが確認 された。 またこの ことよ り尿 中蔭酸刺激が

尿細管細胞からのRPTF-1の 発現 を促 し、蔭酸結石 とRPTF-1蛋 白との関係がよ り近い もので

あることが確認 できた。すなわち細胞膜 を介 して開始 された科学的刺激のシグナルがある

一定の経路 を持 って伝達 されて結石関連蛋 白をプロモーシ ョンしている可能性が示唆 され、

一方マ クロア レイによ りRPTF -1蛋白質以外 に複数の炎症系 の遺伝子の関連が認められ、結

石の形成や生体での抑制機構 を解明する上で今後はそれ らの相互作用の さらなる検討が必

要であると考えられた。
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衝 撃 波 に よ る尿 路 上 皮 細 胞 傷 害 と衝 撃 波 が

crystal-cellinteractionに お よぼ す影 響 の 検 討

旭川医科大学 医学部 泌尿器科

山口 聡、加藤祐司、中園周作、高下紀子、八竹 直

【背景 と 目的 】体外衝 撃 波砕 石術(以 下SWL)後 の尿 路結 石の再発 率 が 高 い こ とが知 られ

てお り、SWL後 の微小 砕 石片 の存 在 が 主 な原 因 と して考 え られ て きた。尿 路 結 石形 成 の初

期 過程 にお い てcrystal-cellinteractionは 重 要 な 因子 で あ り、 尿路 上皮 細胞 の傷 害 時 、細胞 膜

外 方 にphosphatidylserine(PS)が 露 出 し、 シュ ウ酸 カ ル シウ ム結 晶の 接 着 が増 加 す る こ と

が いろ いろ な実験 で確 認 され て い る。SWLに お い て も腎上 皮細胞 へ の細 胞 傷 害 は必 発 と思

わ れ、 われ われ は これが結 石再 発 に関与 す るの で はない か と推察 した。 そ こで 、細 胞 膜 の

PSの 露 出 とそれ に密 接 に関係 す るapoptosisの 細 胞 内情 報伝 達 系 に注 目 して 、衝 撃波 が 腎 集

合 管細胞 に与 え る影響 を動 物実験 で検 討 した。

【方法 】

実 験 に は、Pig(sPF、 体重25kg、 オ ス)7頭 を用 い た。 各pigを 気 管 内挿 管 に よ り全 身 麻

酔後 、排 泄性 尿路 造影 で腎杯 の位 置 を確 認 し、右 腎 の 中～ 下腎杯 方 向 か ら、 治療 レベ ルの

衝 撃波 を曝露 した(DomierMFL5000、14kV、2000shots)。 採血 と採 尿後 に両側 腎 を摘 出、

速 や か に腎 乳 頭部 を切 離 し、 腎集 合 管細 胞 を分 離 した。サ ンプル部 位 は、Directdamage部

位 と して右 中～下 腎杯 、Indirectdamage部 位 と して右上 腎 杯 、Intact部 位 と して左 上腎 杯 ～

下 腎杯 で あ っ た。 分 散 細 胞 に、PSを 特 異 的 に認 識 す るFITC標 識AnnexinVを 反 応 させ 、

propidiumi(虹odeと 二重 染色 の 後 、flowcytometry(Beckman-CoulterInc.、EpICSEIite)に ょ

る解 析 を行 った。 …方 、各 部位 か ら得 られた細 胞 のcaspase3、8、9活 性 につ い て も分析 し

た。

【結果】

衝 撃波の曝露 後、血清CPKと 尿NAGの 有 意 な上 昇 を認め た。PS陽 性細胞 は、衝 撃波 のDirect

damage部 位 で あ る右 中～ 下腎 杯 で 有 意 に増 加 して い た。PS露 出 に至 るapoptosispathwayを

更 に上流 で制御 して い るcaspase3、8、9活 性 も、右 中 ～下 腎杯 で 有意 に増 加 して い た。 こ

れ らの変化 は、衝 撃波 が直接 関 与 した中 ～下 腎杯 の み な らず、衝 撃波 が 間接 的 に作 用 した

と思 われ る右 上腎杯 におい て も観察 された。

【結謝

SWL後 に は、従 来 か ら指 摘 され てい た腎 実 質 障害 に加 えて、 腎孟側 の 細 胞群 に も何 らか

のdamageが 発生 してい る と考 え られ る。 その う ち細 胞膜 でのPSの 露 出 は 、尿路 結 石 形成 の

初期 段 階に 関与 す る と考 え られ て お り、 新 た な結 石発 生 の場 とな る危 険性 が あ る。 これ に

患 者 が本来 有 してい る高蔭 酸尿 な どの因子 が 加 わ る と、更 に結 石形 成 が促 進 され るこ とが

予想 され る。 これ らの 変化が 、従 来 考 え られ てい た 因子 の他 に、SWL後 の尿 路 結 石 再発 の

増加 に関与 してい る可能性 が あ る。
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各年度における研究実績の概要

(平成12年 度)

1

2

3

4

5

細胞 ・結 晶の相 互作用 の検 討 で は、蔭 酸 カル シ ウム結 石形成 モデル におけ るcrystal-cell

interactionの 検 討 に適 したinVIVO実 験 系 の確 立 が お こな われ た。 その結 果 、従 来 の実

験 系 で あ るethyleneglycol、 塩 化 ア ンモ ニ ウムの投 与 濃 度 や期 間 をmodifyす る こ とに

よ り、腎 障 害 を最 小 限 に抑 制 し、 か つ蔭 酸 カル シ ウ ムの結 晶尿 の みが 惹起 され る条

件 の設 定 が可 能 とな った。 従 って、Invitroで のcrystal・cellinteractionに 関 す る実 験 結

果 は、IflVIVO実 験 におい て も応用 で きる こ とが確 かめ られた。

結 石 関 連 蛋 白 の 分 離 精 製 及 び分 子 生 物 学 的 分 析 に つ い て は 、 オス テ オ ポ ンチ ン

(OPN)、 カル プロ テ クチ ンの精 製 が お こな わ れ 、 これ らに コラー ゲ ンや フ ィプロ

ネ クチ ン等 の基 質 を付着 させ 、蔭 酸 カル シ ウム結 晶の 凝 集 ・成 長 に 与え る影 響 が検

討 され た。 その 結 果 、 コ ラー ゲ ン穎 粒 をcoatingし たOPNは 、 シー ドク リス タル法 に

お いて蔭酸 カル シウム結晶の凝集 ・成長 を促 進す る作 用が認め られた。

OPNのantisense遺 伝 子 導 入 につ い て は、 遺伝 子導 入 に よる結 石形 成 抑 制 の 試 み と尿

細 管細 胞 にお け る発 現 機構 の検 討 が お こな われ た 。 その 結果 、 コ ン トロール ベ ク タ

ー を導入 した腎 で は蔭 酸 カル シウム の プ ラー クが 形 成 され たが
、OPNantisenseの 遺

伝 子導 入 に よ りOPN発 現 と蔭酸 カル シ ウムの プ ラー ク形 成が抑 制 され た。OPNは 結

石 形成 に重 要 な物 質 で あ り、将 来 、遺 伝 子 治療 の標 的 遺伝 子 とな りうる可能 性 が示

唆 された。

Antisenseを 用 いた尿 路結 石抑 制 物 質の検 討 で は、 ヒ トsyndecan。1発 現 腎尿細 管上皮 細

胞 株 の樹 立 がお こなわ れ た。 その結 果 、 ヒ トsyndecan-1を 発現 す るMDCK細 胞 が樹 立

され 、 これ らの 細 胞 の 陰性 荷 電 が 強 い こ と、syndecan-1、antisenseの 導 入 に よ り、

syndecan-1は 細 胞 質 内 と核 内 に存在 す る こ とが確 認 され た。 これ らは、ヘパ ラ ン硫 酸

が蔭 酸 カ ル シ ウム結 石形 成 過程 にお け るcrysta1-cellinteractionに 関 して 、 どの ような

役 割 を担 うのか を検 討 する指標 となる こ とが示唆 された。

結 石 関連 蛋 白質 のmRNA発 現 コ ン トロー ル に よる結 石 形成 、結 石抑 制 へ の影響 につ

い て は、 ラ ッ ト腎 にお け る プ ロ トロ ン ビ ンmRNAの 発現 の 確 認 と発現 制御 につ い て

の検 討 が お こな われ た。 そ の結 果 、 ラ ッ ト腎 よ り抽 出 され たRNAか ら腎 由来 プ ロ ト

ロ ンビ ンF-1のmRNAの 発 現 が確 認 され 、結 石 形 成 ラ ッ トにお い てその 発現 強度 に変

化 が見 られる こ とが確 認 され た。
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実験 的尿 路結 石 モ デル で のcrystal-cellinteractionは 、蔭 酸 カル シ ウム(CaOx)結 石形

成 モ デ ル にお け る腎 集 合 管 細 胞 でのphosphatidylserine(PS)発 現 とそ の定 量 的評 価

が検 討 され た。細 胞 膜 表 面へ のPSの 露 出 は、尿路 結 石形 成 の初 期 過程 にお けるCaOx

結 晶の接 着 を規 定 す る要 因の 一つ であ り、PSを 特 異 的 に認識 す るAnnexinVを 用い た

flowcytometryに よ り検 討 した結 果 、CaOx結 石 形成 ラ ッ ト群 にお い て 、腎 集合 管細 胞

にお いて有意 にPS発 現細 胞 が増加 してい るこ とが明 らか となっ た。

結 石 関連蛋 白の培 養細 胞 での発 現 とそ の機 能的検 討 は、CaOx結 晶のMDCK細 胞 へ の

付 着 お よ びthrombin、osteopontin(OPN)antisense処 理後 の 細胞 へ の付 着 が 、45Ca測

定 お よ び走査 型 電子 顕微 鏡 に よ り検 討 され た。 その結 果 、MDCK細 胞 へ のCaOx結 晶

の 付 着 はOPN蛋 白 に よ っ て 促 進 さ れ る こ と 、 ま た そ れ はthrombinやantisense

oligonucleotideに よ り阻害 され るこ とが 明 らか とな った。

実験 的CaOx結 石 モデ ル へ のOPNのantisense遺 伝 子 導 入 と各 種 サ イ トカ イ ン、接 着分

子 につ い て は、細 胞 内 情 報伝 達 系 にお け るOPNの 発 現 機構 と結 石 形成 との 関係 が検

討 され た。尿 細 管培 養 細胞(MDCK、NRK細 胞)にOPNとvitronectinを 添 加 す る と、

細胞内のOPN発 現 の増加 とFocaladhesionkinase(FAK)の リ ン酸 化促 進が 観察 され、

OPNに よるFAKを 介 したOPNの 自己分 泌機 構 の 関与 が 推 定 され た。 一 方 、OPNの 発

現 を制御 す る転 写 因 子RUNX2の 検 討 で は、RUNX2はOPNの 上流 部 位 に結 合 し転 写

を促進 してい る ことが 示唆 された。

培 養細 胞 系 にお け る蔭 酸 やCaOx結 晶 に よる細 胞 障 害 は、CaOx結 石形 成 過 程 にお け

る高分 子抑 制物 質heparansulfate(HS)の 機 能解析 と して、 腎尿細 管 上皮 細胞 での細

胞 内Ca2+の 変 化 が検 討 さ れ た。 そ の結 果 、細 胞 内Cat`は 、蔭 酸 添 加 やpHの 変化 に て

短 時間 内 に変化 し、蔭 酸 添加 群 におい て細胞 質内 でCaOx結 晶形 成 を起 こ し うるこ と

が 明 らか となっ た。 一 方 、HSは 細 胞 表 面 のchargebarrierと して、蔭 酸 イ オ ンの細 胞

内流 入 を阻止 す る こ とで細 胞傷 害 を防 ぎ、CaOx結 石形 成 抑 制 に関 与 してい る事 が示

唆 された。

結 石 関連 蛋 白質 のmRNA発 現 コ ン トロー ル に よる結 石形 成 、 結 石抑 制 へ の 影響 につ

い て は、 ヒ ト近 位 尿細 管細 胞 に対 す る結 石 関連 蛋 白 の発現 お よび蔭 酸 に よる細 胞 傷

害が検 討 され た。 ヒ ト培 養細胞 にお いて も結 石 関連 蛋 白質の 発 現 か ら蛋 白の存 在 が

確 認 され 、蔭 酸 に よる細 胞 障 害 の結 果 、細 胞膜 での 活性 酸 素 の 局在 が 明 らか となっ

た。蔭 酸 刺激 に よる活 性 酸 素 の発 生 と これ ら蛋 白の 発現 は強 い 関係 が あ る と考 え ら

れ た。
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細 胞結 晶 間相 互作 用 につ い て は、実 験 的蔭 酸 カル シ ウム結 石 形成 モ デ ル にお け る腎

上皮 細 胞 と蔭 酸 カル シ ウム結 晶 の接 着 の検 討 が 行 わ れた。 そ の結 果 、尿 中蔭 酸 排 泄

量 や蔭酸 カル シ ウム結 晶の増 加 に伴 い 、細 胞表 面 にphosphatidylserineが 露 出す る細胞

が徐 々 に増加 し、apoptosispathwayも 活性 化 されて い るこ とが確 認 され た。

結 石関連蛋 白の分離 ・精製 と分子 生物 学的分析 につい ては、osteopontin(OPN>-DNA

polymorphismが 検討 され た。SSCPとRFLP解 析 の結 果、尿路 結石症患 者 のpolymorphism

は同義 置換 で蛋 白構 造 に差 は なか っ たが 、 そのgene丘equencyは 高 く、 これ が上 流の

enhancer領 域 な ど蛋 白合成 に関 わ る部位 の変 異 に1inkし てい る可能性 が示 唆 され た。

OPNantisense遺 伝 子導 入 と各 種 サ イ トカイ ンと接着 分子 との 関連 の検 討 につ い ては、

抗 酸 化 物 質 によ る結 石 形成 抑 制 ～尿 路 結 石症 にお け る抗 酸化作 用 お よび酸 化 ス トレ

ス に よ るapoptosisの 検 討 ～ が行 われ た。 その 結 果 、抗 酸化 物 質 で あ るcatechinが 、酸

化 ス トレス に よるapoptosis抑 制 を介 し、蔭 酸 カ ル シ ウム結 晶 形成 に対 し、抑 制 的 に

作 用す る こ とが示唆 され た。

腎 尿細 管 細胞 へ の ヘパ ラ ン硫酸(HS)遺 伝 子 導 入 と細胞 傷 害 につい ては 、腎尿 細 管

上 皮細 胞 に存 在 す るHS/HSproteoglycan(PG)の 蔭 酸お よび蔭 酸 カル シ ウム1水 和物

(COM)結 晶 に対 す る役 割 が検 討 され た。 その 結果 、HSお よびHSPGは 、蔭 酸 曝露

に対 す る細 胞傷 害 とCOM結 晶 の細 胞 表面 へ の付 着 を抑 制 す る結果 、蔭 酸 カル シ ウム

結 石形 成 を阻止す る ことが示 唆 され た。

動物 実 験 系 と培 養 細胞 にお け るprothrombin遺 伝 子 を中心 とす る結 石 関連 蛋 白の分 子

生 物 学 的 分析 に つ い て は 、蔭 酸 カ ル シ ウム結 晶 の 腎 ・尿 細 管 細 胞 へ の 刺 激 とrenal

prothrombin(RPTF-1)お よびその 他 の 関連 遺伝 子 のマ クロ ア レイ を利 用 した検 討 が

行 わ れ た。 その 結果 、蔭 酸刺 激 でRPTF-1蛋 白のmRNAがpromoteさ れ る こ とが確 認 さ

れ た。 また マ ク ロア レイ に よ り、RPTF-1蛋 白質 以 外 に複 数の 炎症 系 の遺 伝 子 の関連

が認 め られ、そ の中 にOPNが 含 まれ る こ とが明 らか とな った。
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Summary

Studyofcrystal-cellinteractions

Anexperimentalmodelofcalciumoxalate(CaOx)stones ,suitableforinvestigation

ofcrystal-cellinteractions,hasbeenestablished .Itwasconfirmedthatthephosphatidylserine

exposureontheouterleafletofthecellmembraneofrenalcollectingductcellscouldbe

evaluatedquantitativelybyusingthismodel .Increasedphosphatidylserineexpressingcells

andactivationofthecaspasefamily(intracellularsignaltransductionsystemsforapoptosis)

werenotedwithincreasingurinaryoxalateexcretionandcalciumoxalatecrystals .

Purificationofstone-relatedproteinsandtheirmolecularbiologicalanalysis

Osteopontin(OPN)andcalprotectinwerepurified .TheadhesionofCaOxcrystalsto

MDCKcellswaspromotedbyOPN,whileitwassuppressedbythrombinandantisense

oligonucleotide.ItseemslikelythatOPN-DNApolymorphisminpatientswithurinarytract

stonesisinvolvedinmutationoftheenhancerregionsthatarerelatedtosynthesisofOPN

protein.

OPNantisensegenetransfer

TheintroductionofOPNantisensegenetorenaltubularcellssuppressedOPN

expressionandCaOxstoneformationinthekidneys.TheadditionofOPNandvitronectinto

renaltubularcellsincultureelevatedtheintracellularexpressionofOPNandpromotedthe

phosphorylationoffocaladhesionkinase.CatechinsuppressedtheformationofCaOx

crystalsthroughinhibitingapoptosisinducedbyoxidativestress .

study・fu血arytractst・neinhibi¢ ・rsusingantisensegene:

Humansyndecan-1-expressingrenaltubularcellswereestablished .Heparansulfate

(HS)andHSproteoglycanwerefoundtosuppressthecellularinjurybyoxalateexposureand

theadhesionofCaOxcrystalstothecellsurface .ItwassuggestedthatHSpreventedthecell

injurybyservingasachargebarrierthatinhibitedtheinfluxofoxalateionsintothecells .

Effectstostoneformationbycontrollingtheexpressionofstone-relatedproteinmRNA

IncreasedexpressionofrenalprothrombinF-1(RPTF-1)mRNAinratkidneyswith

CaOxwasconfirmed.Inthemacro-arrayanalysis ,itwasnotedthatRPTF-Iprotein,OPN

gene,andthemultiplegenesencodinginflammatorysystemswereincreasedafterCaOx

crystalexposuretotherenaltubularcells.
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