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研究成果の概要（和文）：本研究は、尿路結石の形成に係わっているオステオポンチン（OPN）

の各機能部位の役割を解明することが目的である。特に①OPN 機能部位毎の変異トランスジェ

ニックマウスにシュウ酸前駆物質を投与し、それぞれのマウスで結石の形態が異なることから、

機能部位毎に結石形成における役割が異なることを明らかにした。その中で、トロンビン切断

により機能する SVVYGLR 配列（マウスでは SLAYGLR 配列）の抗体を作成し、結石が予防できる

ことを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Osteopontin (OPN) has been described as playing a nonredundant 
role in renal crystal formation. (1) We investigated the effects of impaired domains of 
OPN, namely, the Arg-Gly-Asp (RGD) sequence and two calcium-binding sites on crystal 
formation. We used wild-type mice (WT group), OPN knockout mice (KO group), and OPN 
knockout mice carrying either a transgene in which the RGD sequence had been modified 
to Arg-Gly-Glu (RGE group) or whose two calcium-binding sites had been deleted (CaX group). 
In the WT group, crystal deposits increased gradually at the renal corticomedullary 
junction in an orderly fashion, whereas those in the KO group were observed sporadically 
in the renal cortex. In both the CaX and RGE groups, deposits were localized near the 
corticomedullary junction. Crystal deposition was greatest in the WT group and least in 
the KO group. The number of deposits in the RGE group was nearly equal to that in the 
KO group. The results indicated the possibility that each domain contributes to the 
mechanism by which OPN stimulates crystal formation. (2) We investigated the effects of 
an antimurine osteopontin antibody (35B6-Ab) that specifically reacts with the (162) 
SLAYGLR(168) sequence, which is exposed by thrombin cleavage and is located adjacent to 
the RGD sequence, on renal crystal formation. Scanning electron microscopy showed that 
the crystals in 35B6-Ab-treated mice were aberrantly formed and their density was low; 
in contrast, the crystals in untreated mice that were not administered 35B6-Ab had a radial 
pattern of growth (rosette petal-like crystals), and their density was high. We conclude 
that thrombin-cleaved osteopontin plays an important role in formation of renal calcium 
crystals and that 35B6-Ab contributes to the remarkable inhibition of early-stage renal 
crystal formation by preventing renal tubular cell injury and crystal-cell attachment. 
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１．研究開始当初の背景 
 
尿路結石は 90％の無機物質と数％の有機物

質（マトリックス）から構成される。オステ
オポンチン（OPN）は、そのマトリックスの
成分の１つとして同定され、結石形成に深く
関わっていると考えられている。OPN ノック
アウトマウスではシュウ酸カルシウム結晶
の形成は、量が抑制されるだけでなく、大き
く成長せず砂状にとどまっている。OPN は約
300 のアミノ酸塩基からなり、骨吸収に関与
するリン酸化蛋白である。多くの臓器におい
て、石灰化作用、炎症反応、細胞死などの生
理的・病理学的反応に関与しているが、その
多機能である理由として、構造上の特徴が挙
げられる。私たちは、遺伝子操作技術の確立
したマウスでの尿路結石研究を行うため、尿
路結石モデルマウスの樹立に成功し、OPN ノ
ックアウトマウスを含め、遺伝子組み換えマ
ウスを用いて、結石形成に関わる検討を行っ
てきたが、その部位による機能の違いは明ら
かにできていない。 
 

２．研究の目的 
 
OPN の機能部位である RGD 配列、Ca 結合部

位、トロンビン切断部位に着目し、それぞれ
がどのように尿路結石形成に係わっている
かを、トランスジェニックマウスと機能部位
に特徴的な抗体を用いて明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 

変異 OPN発現トランスジェニックマウスを用

いた OPN 機能部位の解析 

OPN-KO マウスと正常 OPN、RGD 配列を RGE

に変換した OPN、カルシウム結合部位を欠損

した OPN を発現するトランスジェニックマ

ウスを作成した。 

OPN-KO マウスでは蓚酸前駆物質の投与に

より、結石が形成されるものの、wild type

と比較し、結石形成数が少なく、偏光顕微

鏡の観察で結石が小さく成長せず、形成さ

れた結石が消失する機能も緩除であり、OPN

は結石の成長、消失に機能していることを

本研究開始前に確認している。OPN-KO マウ

スと変異 OPN トランスジェニックマウスを

交配し、wild type 由来の OPN の発現はノッ

クアウトされているものの、トランスジェ

ニックマウス由来のそれぞれの OPN を発現

する遺伝子組み換えマウスを作成し、繁殖

を行った。結石モデルマウスと同様に蓚酸

前駆物質であるグリオキシル酸 100mg を腹

腔内投与して結石形成を行い、それぞれの

変異オステオポンチンによる結石形成量と

形態について検討した。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OPN 特定部位に対する抗体投与による結石抑

制効果の検討 

合成ペプチド（VDVPNGRGDSLAYGLRS）をウ

サギに免疫して、精製した IgG を作製した。

８週齢 C57BL/6 マウスを４０匹用意し、グリ

オキシル酸の連日腹腔内投与とともに、０、

３、６，９日目に精製した抗体を経静脈的に

投与（150μg、400μg）し、形成された結晶

につき、定量的、形態学的評価を行う。全長

型 OPN、切断型 OPN の発現は、RT-PCR、免疫

染色にて評価した。 

 
４．研究成果 

 

変異 OPN発現トランスジェニックマウスを用

いた OPN 機能部位の解析 

Wild-type と比較し、OPN ノックアウトマ

ウスでは結石が形成されないが、Ca 結合領域

欠損 OPNマウスでは結石形成量の全体はやや

多く、RGD 配列変異 OPN マウスでは結石形成

量が少なかった。 

 

形成された結石の形態を走査型電子顕微

鏡で観察すると、wild-type では花弁状に結



石が成長していくのに対して、OPN-KO マウ

スでは結石が砂状で成長が見られなかった。

RGD 配列変異 OPN マウスでは wild-type に対

して比較的結石の形態が保たれているが、Ca

結合領域欠損マウスでは結石が周囲に成長

していく形態が見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの結果から、OPN の RGD 配列は結石

形成量に、カルシウム結合領域は結石の形態

に影響を及ぼすことがあきらかになった。 

結石マトリクスである OPNについてそれぞれ

の機能部位での結石形成における機能を明

らかにすることができた。 

 

OPN 特定部位に対する抗体投与による結石抑

制効果の検討 

 切断型 OPN に対する抗体の投与は濃度依存
性に結石の形成を抑制した。抗体投与によっ

て結石が成長せず、崩れやすい形態になるこ
とを明らかにした。切断型 OPN に対する抗体
投与したマウスでの結石は走査型電子顕微
鏡での観察でも密度が低いことが観察され
た。これらのことから切断型 OPN は結石の成
長と個化、結石化に重要な役割を果たすこと
を明らかにすることができた。 
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