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研究成果の概要（和文）：本研究では、切断型OPNにて露出されるアミノ酸配列（SLAYGLR）に対する中和抗体を作成し
、腎結石の形成抑制作用を検討した。抗体投与により、結晶は放射状に形成されるも、内部が細かく砕けていた。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抗体で結石形成量や形態形
成が抑制されることを証明した。同時にサルモデルでの検討を行ったが、予想に反して腎結石を形成するサルは見つか
らず、サル腎結石モデル自体がヒトモデルに適さないと判断した。

研究成果の概要（英文）：We have previously shown that the impaired RGD sequence of osteopontin inhibits 
renal crystal formation by using OPN-transgenic mice and OPN-knockout mice. Here, we investigated the 
effects of an anti-murine osteopontin antibody (35B6-Ab) that specifically reacts with the 162SLAYGLR168 
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. Microstructure analysis of renal 
tubular cells by transmission electron microscopy revealed that untreated mice showed collapsed 
mitochondria in the flattened cytoplasm of renal tubular cells. In vitro, 35B6-Ab was found to inhibit 
the attachment of 14C-labeled crystals to renal tubular culture cells and reduce morphological damage of 
these cells.
In conclusion, that 35B6-Ab contributes to the remarkable inhibition of early-stage renal crystal 
formation by preventing renal tubular cell injury and crystal-cell attachment.

研究分野： 尿路結石

キーワード： 腎結石　オステオポンチン
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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
女性では
5年再発率は約
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
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（
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
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（
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
 腎結石形成には結石マトリックス成分の
１つであるオステオポンチン（
関わっている。
配列をもち、それらが切断や重合する
より生理活性を生じる。私たちは、結石形成
マウスにおいて、非切断型
布しているが、切断型
致して腎皮髄境界部に発現するという興味
の深い現象を見つけた。この現象は、切断型
OPN が腎結石の形成に密接に関わっているこ
とを示すものである。そこで本研究では、切
断型
（SLAYGLR
結石の形成抑制作用を検討した。
 さらには、
路結石形成を来すサル結石形成モデルの確立
を検討した。
 
３．研究の方法
 〈35B6
んだ合成ペプチドで免疫されたマウスから
モノクローナル抗体を作成した。〈
実験〉イヌ遠位尿細管上皮（
射性同位元素（
ルシウム（
よる結晶付着能の変化を定量的、形態学的に
評価した。〈
マウスの
トマウス群（
シュウ酸前駆物質であるグリオキシル酸
（100mg/kg
与群には、０、３、６、９日目に
（250
群には、マウス
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
現は、免疫染色、
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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
女性では 15人に

再発率は約 50
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
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（
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（
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 
腎結石形成には結石マトリックス成分の

１つであるオステオポンチン（
関わっている。OPN
配列をもち、それらが切断や重合する
より生理活性を生じる。私たちは、結石形成
マウスにおいて、非切断型
布しているが、切断型
致して腎皮髄境界部に発現するという興味
の深い現象を見つけた。この現象は、切断型

が腎結石の形成に密接に関わっているこ
とを示すものである。そこで本研究では、切
断型 OPN にて露出されるアミノ酸配列

SLAYGLR）に対する中和
結石の形成抑制作用を検討した。
さらには、よりヒトに近縁の動物として、尿

路結石形成を来すサル結石形成モデルの確立
検討した。 

３．研究の方法 
35B6 抗体作成〉

んだ合成ペプチドで免疫されたマウスから
モノクローナル抗体を作成した。〈
実験〉イヌ遠位尿細管上皮（
射性同位元素（14C
ルシウム（COM）結晶を暴露し、抗体投与に
よる結晶付着能の変化を定量的、形態学的に
評価した。〈In vivo
マウスの WT 群、抗体投与群、
トマウス群（KO 群）（各群
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
250、500、1000

群には、マウス IgG
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
現は、免疫染色、
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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
人に 1人となっている

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
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

％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（
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

 
腎結石形成には結石マトリックス成分の

１つであるオステオポンチン（
OPN は多くの機能的アミノ酸

配列をもち、それらが切断や重合する
より生理活性を生じる。私たちは、結石形成
マウスにおいて、非切断型 OPN
布しているが、切断型 OPN は結晶の形成に一
致して腎皮髄境界部に発現するという興味
の深い現象を見つけた。この現象は、切断型

が腎結石の形成に密接に関わっているこ
とを示すものである。そこで本研究では、切

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

結石の形成抑制作用を検討した。
りヒトに近縁の動物として、尿

路結石形成を来すサル結石形成モデルの確立

 
抗体作成〉OPN の SLAYGLR

んだ合成ペプチドで免疫されたマウスから
モノクローナル抗体を作成した。〈
実験〉イヌ遠位尿細管上皮（MDCK

C）でラベルしたシュウ酸カ
）結晶を暴露し、抗体投与に

よる結晶付着能の変化を定量的、形態学的に
In vivo実験〉8週齢
群、抗体投与群、

群）（各群 20
シュウ酸前駆物質であるグリオキシル酸

）を腹腔内連日投与した。抗体投
与群には、０、３、６、９日目に

1000μg/ml）を投与、
IgG（500μg/ml

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
現は、免疫染色、western blo

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）

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

ている。さらに、
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
ている。現在、尿路結石に対する治療として、

）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

％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

腎結石形成には結石マトリックス成分の
１つであるオステオポンチン（OPN）が強く

は多くの機能的アミノ酸
配列をもち、それらが切断や重合すること
より生理活性を生じる。私たちは、結石形成

OPN は腎全体に分
は結晶の形成に一

致して腎皮髄境界部に発現するという興味
の深い現象を見つけた。この現象は、切断型

が腎結石の形成に密接に関わっているこ
とを示すものである。そこで本研究では、切

にて露出されるアミノ酸配列
抗体を作成し、腎

結石の形成抑制作用を検討した。 
りヒトに近縁の動物として、尿

路結石形成を来すサル結石形成モデルの確立

SLAYGLR 配列を含
んだ合成ペプチドで免疫されたマウスから
モノクローナル抗体を作成した。〈In vitro

MDCK）細胞に放
）でラベルしたシュウ酸カ

）結晶を暴露し、抗体投与に
よる結晶付着能の変化を定量的、形態学的に

週齢 C57BL/6
群、抗体投与群、OPN ノックアウ

20 匹）を用意し、
シュウ酸前駆物質であるグリオキシル酸

）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

）を投与、WT群、
g/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

、切断型 OPN の発
western blotting 法、定量

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

日本における尿路結石の発症頻度は、急激
1人、

。さらに、
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、

）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

％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

）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

腎結石形成には結石マトリックス成分の
）が強く

は多くの機能的アミノ酸
ことに

より生理活性を生じる。私たちは、結石形成
は腎全体に分

は結晶の形成に一
致して腎皮髄境界部に発現するという興味
の深い現象を見つけた。この現象は、切断型

が腎結石の形成に密接に関わっているこ
とを示すものである。そこで本研究では、切

にて露出されるアミノ酸配列
抗体を作成し、腎

りヒトに近縁の動物として、尿
路結石形成を来すサル結石形成モデルの確立

配列を含
んだ合成ペプチドで免疫されたマウスから

In vitro
）細胞に放

）でラベルしたシュウ酸カ
）結晶を暴露し、抗体投与に

よる結晶付着能の変化を定量的、形態学的に
C57BL/6 雄
ノックアウ

匹）を用意し、
シュウ酸前駆物質であるグリオキシル酸

）を腹腔内連日投与した。抗体投
抗体

群、KO
）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

の発
法、定量

RT-
（サル尿路結石モデルの作成）
 実験用サルに高脂肪食及び活性型ビタミ
ン D
を惹起させ、尿路結石モデルを作る。動物用
CT を用いて結石形成を評価した。
 
４．研究成果
（In vitro
露すると、細胞に結晶が取り込まれ、形態は
膨化し崩壊するものの、
結晶の尿細管細胞への接着、細胞の崩壊が抑
制された。（
群で最も多く、抗体投与により容量依存性
低下した。特に
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、
射状に成長し花弁状構造を示しており、
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、
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、
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、
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を証明
した。
 
（サル尿路結石モデルの作成）
 CT
観察したが、予想に反して腎結石は
なかった。サルにおける腎結石モデル形成自
体がヒトモデルに適さないと判断した。

 
 
 
５．主な発表論文
（研究代表者、研究分担者
は下線）
 
〔雑誌論文〕（計
1. 

 

-PCR を用い評価した。
（サル尿路結石モデルの作成）

実験用サルに高脂肪食及び活性型ビタミ
D３を投与することで、

を惹起させ、尿路結石モデルを作る。動物用
を用いて結石形成を評価した。

４．研究成果 
In vitro実験）尿細管細胞に

露すると、細胞に結晶が取り込まれ、形態は
膨化し崩壊するものの、
結晶の尿細管細胞への接着、細胞の崩壊が抑
制された。（In vivo
群で最も多く、抗体投与により容量依存性
低下した。特に
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、
射状に成長し花弁状構造を示しており、
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、
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、
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、
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を証明
した。 

（サル尿路結石モデルの作成）
CT スキャンを用いてサルの結石有病率を

観察したが、予想に反して腎結石は
なかった。サルにおける腎結石モデル形成自
体がヒトモデルに適さないと判断した。

．主な発表論文
（研究代表者、研究分担者
は下線） 

〔雑誌論文〕（計
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Kohri K, Yasui T
Metabolic Changes Facilitate Renal 

を用い評価した。 
（サル尿路結石モデルの作成）

実験用サルに高脂肪食及び活性型ビタミ
３を投与することで、Mets

を惹起させ、尿路結石モデルを作る。動物用
を用いて結石形成を評価した。

 
実験）尿細管細胞に

露すると、細胞に結晶が取り込まれ、形態は
膨化し崩壊するものの、OPN
結晶の尿細管細胞への接着、細胞の崩壊が抑

In vivo実験）結晶形成量は、
群で最も多く、抗体投与により容量依存性
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型電子顕微鏡による尿細管細胞の構造は、
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、
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、
抗体を結石モデルマウスに投与したところ、結
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