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研究成果の概要（和文）：本研究では、初めにOPNタンパクのRGD配列の隣にあって、切断型OPNにて露出される
アミノ酸配列に対する中和抗体を作成し、腎結石形成作用を検討した。抗体投与により、マウスの腎結晶は通常
のマウス腎結石と比較して、内部が細かく、小さな結晶となることがわかった。つまりOPN抗体で結石形成量や
形態形成が抑制されること、切断型OPNは結石形成を促進させる可能性があることがわかった。この結果をもと
に、腎結石患者・健常人の尿中の重合OPNを測定したところ、腎結石患者において、OPN濃度が高値となることが
わかった。つまり、切断型OPNや重合OPNが腎結石形成におけるバイオマーカーとなることが示された。

研究成果の概要（英文）：Osteopontin plays a crucial role in the formation of renal calcium crystals,
 which are primarily induced by renal tubular cell injury, especially mitochondrial damage. In this 
study, we analyze the effect of the cryptic OPN epitope generated by thrombin cleavage and by 
polymeraization on renal crystal formation. We found that a specific anti-OPN antibody contributes 
to the remarkable inhibition of early stage of renal crystal formation and that thrombin-cleaved OPN
 contributes to promote the renal crystal formation. As regard to OPN polymerization, the amount of 
polymerized OPN in the urine of stone formers were higher than that of the healthy human. We 
speculated that polymerized OPN could be the marker of kidney stone formation. 

研究分野：尿路結石

キーワード： 尿路結石　オステオポンチン　バイオマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
切断型OPNや重合OPNなど、OPN構造変化が尿路結石形成と密接に関係していることがわかった。切断型OPNに対す
る抗体は、腎結石に対する分子標的治療となる可能性があり、尿中における重合OPNは、腎結石形成のバイオマ
ーカとなる可能性がわかった。今後増え続ける腎結石の中で、新しい結石治療薬の開発が求められる。治療薬の
効果判定には、結石形成のバイオマーカーが必要となるため、本研究結果は、新しい治療薬開発の礎になると考
えられた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

日本における尿路結石の発症頻度は急激に増加し、生涯罹患率は男性では 7人に 1 人、女性で
は 15 人に 1 人となっている。さらに、5年再発率は約 50％と報告されている。尿路結石の増加
の理由として、食生活や生活様式の欧米化、人口構成の高齢化などが考えられている。現在、
尿路結石に対する治療として、体外衝撃波結石破砕術（ESWL）は効果的であるが、頻回に治療
をすることによる腎機能障害など多くの問題が残っている。また尿路結石の 90％を占めるシュ
ウ酸カルシウム結石の再発予防治療として厚生省より認可されている治療はほとんどない。こ
れまでの尿路結石の治療は主に、尿中カルシウム（Ca）やシュウ酸などの無機物質からのアプ
ローチが中心であったが、尿路結石の罹患率、再発率が増加の一途をたどっていることを考え
ると、新たな治療法や予防法の開発が必要である。 
 
２．研究の目的 

 私たちは、無機物質からのこれまでの治療に限界を感じ、有機物質としてオステオポンチン（OPN）
を同定し、その分子機構を世界に先駆けて解明した。そこで、OPN遺伝子組み換えマウスを作成し、
OPNは尿路結石の形成を促進することを証明した。今後、ヒトへの臨床応用に向けた研究が必須と
考えるが、結石治療の効果判定のためのバイオマーカーがないことが、新しい創薬開発にむけての
大きな課題である。OPNは、酵素による切断や重合による翻訳後修飾を受けて活性を変化させる。
本研究では、これら一連の研究結果を踏まえ、切断・重合型OPNの作用を解明し、尿路結石形成の
新しいバイオマーカーの確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
（結石モデルマウスに対する切断型 OPN 抗体の効果） 

8週齢 C57BL/6雄マウスのWT群、抗体投与群、
OPN ノックアウトマウス群（KO 群）（各群 20 匹）
を用意し、シュウ酸前駆物質であるグリオキシ
ル酸（100mg/kg）を腹腔内連日投与した。抗体
投与群には、０、３、６、９日目に 35B6 抗体（250、
500、1000μg/ml）を投与、WT 群、KO 群には、
マウス IgG（500μg/ml）を投与し腎組織を採取
した。結晶形成の評価は、光学顕微鏡、走査型
電子顕微鏡、透過型電子顕微鏡にて行った。非切断型 OPN、切断型 OPN の発現は、免疫染色、
western blotting 法、定量 RT-PCR を用い評価した。 
（ヒト腎生検組織を用いた尿路結石形成に関わる責任遺伝子の網羅的解析） 

名古屋市立大学大学院医学研究科倫理審査委員会での承認のもと、上部尿路結石にて内視鏡

的砕石術を施行する患者と、精査目的で尿管鏡を行う非結石患者を対象とし、結石患者の腎乳頭

部の Randall’s plaque 部位と正常腎盂の粘膜

組織、非結石患者の正常腎盂粘膜組織を生検し、

尿路結石形成にかかわる責任遺伝子の網羅的解

析を行なった。 

（ヒトにおける結石形成バイオマーカーの探
索） 
重合 OPN の特異的 epitope を作成し、結石患者

/健常人の尿中 OPN 濃度を測定・比較した。 
 

４．研究成果 
（結石モデルマウスに対する切断型 OPN 抗体の効果） 

結晶形成量は、WT 群で最も多く、抗体投与により容量依存性に低下した。特に 500、1000μ
g/ml 抗体投与においては、有意に結晶形成が抑制された。結晶の微細構造は、WT 群では、結晶
が整然と放射状に成長し花弁状構造を示しており、KO 群では小さな結晶核が不規則に集まる形
態を示した。抗体投与群では、結晶は放射状に形成されるも、内部が細かく砕けていた。透過

型電子顕微鏡による尿細管細胞の構造は、WT 群では管腔
が拡張し、尿細管細胞に取り込まれる結晶を認めたが、
抗体投与群、KO 群においては、尿細管腔内に脱落組織は
認めるものの、結晶形成は認めなかった。つまり、OPN
抗体を結石モデルマウスに投与したところ、結石形成量や
形態形成が抑制されること、切断型 OPN は結石形成を促進
させる可能性があることを証明した。 
 
（ヒト腎生検組織を用いた尿路結石形成に関わる責任遺
伝子の網羅的解析） 

Randall’s plaque を電子顕微鏡で観察したところ、RP はリン酸カルシウムで構成され、内
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部にオステオポンチンと周囲にコラーゲンの発現を伴っていることがわかった。 
さらに、DNA マイクロアレイの結果から、Randall’s Plaque 周囲では炎症/腎障害・免疫細胞・
酸化ストレス・血管収縮に関わる遺伝子の発現が増加し、ナトリウム・カリウム・クロールな
どの輸送に関わる遺伝子の発現が低下しており、これらのネットワークにおいて炎症促進サイ
トカインによる細胞障害が Randall’s Plaque の発生に関わることが明らかにされた。 
 

（ヒトにおける結石形成バイオマーカーの探
索） 
 重合OPNを
測 定 す る
ELISA キットを
作成し、尿中
OPN 濃度を測
定したところ、
腎結石患者で
は、健常人と比
べ て 、 重 合
OPN 濃度が上
昇していること
がわかった。 
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