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研究成果の概要（和文）：虚血再灌流モデルを用いた急性腎障害において，炎症性サイトカイン

であるオステオポンチン（OPN）の役割を解明することが本研究の目的である．結果 OPN 欠損マ

ウス群では，野生型マウス群と比較して，虚血再灌流による腎障害は有意に軽減していた．さ

らに OPN 欠損マウスでは，急性腎障害時に増加するアポトーシスが有意に抑制された．また私

たちは初めてトロンビンによって切断された OPN の発現を本モデルにおいて確認した．以上よ

り，急性腎障害の病態形成に OPN が深く関与しており，OPN を制御することが腎保護効果をも

たらす可能性が示唆された． 

 

研究成果の概要（英文）：Osteopontin (OPN) has been implicated in the pathology of several 

renal conditions.  The aim of the present study was to clarify the roles of OPN in acute 

renal injury into either wild type (WT) or OPN knockout mice (OPN-/-). We used 

ischemia-reperfusion models to exaggerate acute renal injury. We demonstrated for the 

first time that thrombin cleaved OPN was expressed in acute kidney injury models. These 

results indicate OPN is a promoter of ischemia-induced apoptosis in the kidney and suggest 

that inhibition of OPN may be a potential therapeutic target for prevention of acute renal 

injury. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞外マトリックスであるオステオポン

チン（OPN）は，炎症性サイトカインとして

の機能を有し，腫瘍転移，関節リウマチ，劇

症肝炎，動脈硬化，腎線維化などに深く関与

している．OPN の分子構造中の GRGDS 配列は

・v・1を含む少なくとも6つのインテグリン

や CD44 と会合する．このように複数の異な

る細胞膜受容体と会合することで，OPN は炎

症，細胞接着など多様な作用を示す．さらに，

OPN は組織にてトロンビンにより切断される

が，トロンビンで切断された N末端側 OPN が，

SVVYGLR 配列を介して （マウスでは SLAYGLR

配列），・9・1または・4・1インテグリンと

の会合を可能とする．このように，OPN はト

ロンビンにより切断されることで新たな作

用を発現することが可能である．このトロン

ビン切断型 OPN は，関節リウマチや劇症肝炎

の炎症惹起に重要であることが報告されて

いる． 

急性腎障害（AKI）は虚血，腎毒性物質や

感染症などにて発症し，生存率 50％前後と，

その予後は極めて不良である．虚血，腎毒性

物質による AKI は，病理学的には尿細管壊死

や間質の浮腫を認め，その病態生理には血液

凝固系の活性化や炎症が重要な役割を果た

している．その中でトロンビンが腎虚血モデ

ルでの腎障害の進展に深く関与しており，さ

らに最近，血漿 OPN 濃度が AKI 患者の予後規

定因子でかつバイオマーカーとなりうると

した報告がされた．これらの結果から，血液

凝固系の活性化と炎症性変化を認める虚血

性 AKI において，トロンビン切断型 OPN が腎

障害進展に促進的に働くことが推測できる． 

 

２．研究の目的 

 以上から腎障害時における OPN の働きは

徐々に明らかになりつつあるが，腎疾患にお

けるトロンビン切断型 OPNの役割は全く不明

である．特に AKI は生命予後を規定する因子

であり，その病態形成の背景に OPN 活性化や

炎症性変化及び血液凝固異常があることが

推測される．そこで本研究の目的は，虚血/

再還流モデルでの AKI進展におけるトロンビ

ン切断型 OPNの役割とその抑制効果を解明す

ることである． 

 

３．研究の方法 

虚血性 AKIモデルマウスにおけるN末端側切

断型 OPN の関与の検討 

虚血/再還流による AKIモデル作製のため，

C57BL/6 マウスの右腎摘出 2週間後、左腎動

脈にマイクロクリップを用いて 20 分クラン

プする。再還流後，48 時間経過した時点で以

下の実験を行う．血清尿素窒素及びクレアチ

ニン測定のため下大静脈から採血を行い，さ

らに腎臓を摘出し，腎重量を測定後，切片を

ホルマリン固定または凍結保存する．採尿は

メタボリックゲージ内で行う．保存した腎の

組織学的検討（基本染色，免疫組織染色，PCR

法，Western blot 法）を行う． 

全長型OP及びN末端側トロンビン切断型OPN 

TG マウスの作製、機能的・形態的解析 

C57BL/6 マウスをドナー及びレシピエント

として，CAG プロモーターを利用し，その下

流に OPNcDNA，さらに SV40 由来 poly(A)テイ

ルを連結した融合遺伝子を作製し，マイクロ

インジェクション法にてマウスに導入する．

導入遺伝子の解析には PCR 法を用いて，F1 ト

ランスジェニックマウスを樹立する．N末端

側トロンビン切断型 OPN過剰発現による腎を

中心とした形態的変化 （遺伝子発現は PCR

法，タンパク発現は Western blot 法，その

他免疫染色法や PAS染色などの一般染色） を

野生型と比較して検討する．  

 



４．研究成果 

AKI モデル作成後，血清 BUN・Cr を測定し腎

障害の程度を評価したところ，WT-AKI マウス

で著明な血清 BUN・Cr の上昇を認めた．また

これらの腎障害は OPN KO マウスにおいては，

虚血再灌流後においても有意に抑制されて

いた（図１）． 

 

H＆E 染色にて組織学的検討を行ったとこ

ろ，WT-AKI マウスでは、主に腎髄質において

広範囲に組織病変が観察され，尿細管壊死、

尿細管拡張などの AKIにおける特徴ある病理

所見を認めた．またこれらの組織学的変化に

ついても OPN KO-AKI マウスにおいては，著

明に抑制されていた． 

Western blot 解析では，WT-AKI マウスに

おいて，全長型 OPN の発現増加を認めた．興

味深いごとに N-Half OPN 特異抗体を用いた

Western blot 解析では，WT-AKI マウスで，

N-Half OPN タンパクの発現増加を認めた．免

疫組織染色では全長型 OPN（図 2）及び N-Half 

OPN(図 3)とも腎髄質外層の尿細管中心にそ

の局在を認め，WT-sham マウスと比較して，

その蛋白発現は著明に増加していた． 

 

 

 

さらに TUNEL染色法を用いて腎組織におけ

るアポトーシスを検討したところ，WT-AKI マ

ウスでは WT-sham マウスと比較して，有意に

TUNEL 陽性細胞の増加を認めた．さらに OPN 

KO-AKI マウスでは，WT-AKI マウスと比較し

て TUNEL 陽性細胞の有意な減少を認めた（図

4）． 

 

 

 

次に全長型 OPN 及び N-Half OPN 過剰発現

マウスの作製を行った．C57BL/6 マウスをド

ナー及びレシピエントとして，CAG プロモー

ターを利用し，その下流にヒト OPNcDNA また

はヒト N-Half OPNｃDNA，さらに SV40 由来

poly(A)テイルを連結した融合遺伝子を作製

し，マイクロインジェクション法にてマウス

に導入した．導入遺伝子の解析には PCR 法を

用いたところ，現在得られた 27 ラインのト

ランスジェニックマウスのうち全長型 OPNに

ついては 11 ライン，N-Half OPN は 5 ライン

について transgene の発現を認めた（図 5）．

現在ライン間での発現レベル及び発現臓器

を Western blot 解析で確認している段階で



ある．今後トランスジェニックマウスの各組

織の形態的変化を野生型と比較して検討し，

さらに機能的解析として，血圧，血液検査等

の評価も並行して行う予定である． 

 

これら申請者の検討から，虚血再灌流マウ

スを用いた AKI モデルにおいて，腎尿細管を

中心に著明な OPN 発現を確認した．また腎組

織において，初めて N-Half OPN の発現を AKI

モデルで示すことができた．OPN KO マウスで

は，虚血再灌流後の腎障害が軽減されており，

その機序として，アポトーシスの関与が示唆

された．  

以上より，生命予後の極めて不良な AKI の

病態形成において OPNが深く関与している可

能性が示唆された．また N-Half OPN や OPN

を測定することで，AKI 患者におけるリスク

層別化ができる可能性があり，将来の AKI の

治療戦略を確立するうえで大きな意義を持

つ研究と期待できる． 
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