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Osteopontin (OPN) has been described to play a nonredundant role in the formation of renal crystals.

This biological activity of OPN may be attributed to its characteristic structure, which includes 2 calcium-

binding sites, Arg-Gly-Asp (RGD) sequences. To test this hypothesis, we evaluated wild-type mice (WT

group), OPN-knockout mice (KO group), and two types of transgenic mice : (1) one type carrying a transgene

in which the sequences coding for the 2 calcium-binding sites of the OPN were deleted (CaX group) and (2)

the other type carrying a transgene in which the sequence that codes for the RGD sequence of the OPN was

modified to one that codes for Arg-Gly-Glu (RGE ; RGE group). Changes occurring after intraperitoneal

injection of glyoxylate for 9 d were analyzed. The amount of crystals deposited was the greatest in mice of

the WT group and the least in those of the KO group. The number of crystal deposits in mice of the RGE

and KO groups was approximately the same. Microscopic observations revealed that the crystal nuclei in

mice in the CaX group were stratified and exhibited a disordered pattern ; this pattern was dissimilar to that

observed in the mice in the WT and RGE groups, wherein the crystal nuclei exhibited a rosette petal-like

radial pattern. The results indicate the possibility that each domain contributes to the mechanism by which

OPN stimulates crystal formation.

(Hinyokika Kiyo 57 : 55-58, 2011)
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緒 言

本邦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1)．さらに， 5年再発率は約50％

と報告されている．尿路結石は，食生活や生活様式の

欧米化とも関係しており，今後も増加すると考えられ

ている．これまでの尿路結石の治療は，尿中カルシウ

ム (Ca) やシュウ酸など無機物質からのアプローチが

中心であったが，この増加傾向を考えると，新たな治

療法・予防法の開発が望まれる．

尿路結石は，シュウ酸と Ca が尿中に析出し結晶核

を形成したのち，結晶の成長，凝集，固化という多段

階の過程を経て形成される．結晶核が形成されてから

凝集するまでは，主に無機物質が関係しているが，体

内で結石となるには，有機物質（マトリックス）が必

要である．私たちは尿路結石内に数％含まれるマト

リックスが結石形成に重要であると考え，その成分を

世界に先駆けてクローニングし，塩基配列を決定し，

オステオポンチン (OPN) を同定した2)．OPN は約

300のアミノ酸からなり，分子量 41 kDa の分泌型酸性

リン酸化蛋白質である．構造上に多数の機能的アミノ

酸配列を有しており (Fig. 1），多くの臓器における石

灰化作用，炎症反応，細胞死などの生理的・病理学的
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Fig. 1. Putative motifs in osteopontin (OPN).

泌尿紀要 57 : 55-58，2011年 55



泌57,01,12-2

Fig. 2. The adhesion of calcium crystals to the renal
distal tubule cell observed by SEM.(original
magnification, ×2,000).

反応などに関わっている3~5)．

Ca 結晶が成長する際，結晶核が瞬時に尿細管を閉

塞するほどの塊にはならず，結石形成初期には結晶と

尿細管細胞壁との接着が重要である6,7)．実際，結石

ができたマウスの腎尿細管細胞を観察すると，結晶が

尿細管を閉塞しているのではなく，尿細管細胞壁に接

着し，成長していることがわかる (Fig. 2）．これらの

背景をもとに私たちは，OPN には結石形成に関わる

2つのアミノ酸配列（○1 カルシウムと親和性の高い

泌57,01,12-4

Fig. 4. Microstructural observation of the crystals of each group by SEM (original magnification
×8,000, inset ×30,000).

2カ所の Ca 結合領域8)と，○2 インテグリンや CD44

と結合し細胞接着に関わる Arg-Gly-Asp (RGD) 配

列9~11)）があることに着目した．そこで本研究では，

これらの 2つのアミノ酸配列（○1 Ca 結合領域，○2細

胞接着領域 (RGD 配列））をそれぞれ変異し，機能欠

失させた遺伝子組換えマウスを作成し，結晶形成を比

泌57,01,12-3

Fig. 3. The area of the regions that stained
positively using the Pizzolato method was
measured and expressed as a percentage of
the total cross-sectional area of the kidney
tissue using NIH image 1.61 software.
Data are presented as the mean±SD.
aP＜0.05, bP＜0.01, cP＜0.05 vs day 3 in
the WT group.
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較することで，機能部位の解析を行った．

対 象 と 方 法

○1 2箇所の Ca 結合領域を欠失させた変異 OPN 遺

伝子，○2アミノ酸配列が RGD から RGE へ変化する

よう塩基配列を組換えた変異 OPN 遺伝子をそれぞれ

マイクロインジェクションによる遺伝子導入を行い，

2 種類の変異 OPN 発現マウス（以下，CaX 群，

RGE 群）を作成した． 8週齢 C57BL/6 雄マウスのコ

ントロールマウス (WT 群)，OPN ノックアウトマウ

ス (KO 群），CaX 群，RGE 群の 4群（各28匹）に，

シュウ酸の前駆物質であるグリオキシル酸 (100 mg/

kg) を連日腹腔内投与し，投与 0，3，6，9日目に，

腎組織を採取した．結晶形成の評価を，形成数・結晶

形態の微細構造につき検討した．結晶数は Pizzolato

染色にて，シュウ酸カルシウム結晶の形成部位を観察

し，腎組織切片に対する結晶形成部位の面積比率で結

晶形成量を算出した．微細構造は走査型電子顕微鏡

(scanning electron microscopy ; SEM) を用いて，形成さ

れた結晶の形態を比較した．

結 果

結晶形成は各群とも投与 3日目より確認できた．各

群とも経日的に増加を認めたが，WT 群のみで有意差

が見られた．結晶形成量は WT 群で最も多く，次い

で CaX 群で多く，RGE 群と KO 群では少量であっ

た (Fig. 3 : 文献12より引用）．結晶の形態構造は，

WT 群では，放射状に成長する結晶核が整然と連な

り，花弁状構造を示していた．RGE 群では WT 群に

類似し，同様の結晶核がやや乱れて花弁状構造を示し

ていた．一方，CaX 群では，WT 群とは異なり，直

方体の結晶が秩序なく層状に連なる形態を示し，KO

群では，結晶核が小さく，砂状に集まる形態を示して

いた (Fig. 4 : 文献12より引用）．

考 察

オステオポンチン (OPN) は，尿路結石のマトリッ

クス成分の 1つとして同定され，カルシウム結石形成

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，コントロールマウスと比較して，

シュウ酸カルシウム結晶形成数が少なく，大きく成長

しない13)．本研究では，OPN の機能的部位（○1 カル

シウム結合領域，○2 RGD 配列）を特異的に欠失させ

た 2種類の遺伝子組換えマウスを作成し，腎における

結晶形成を観察し，OPN がいかなる機序で結石形成

に関わっているかを解明した．細胞接着部位を機能不

全にしたマウスでは，コントロールマウスと同様の結

晶形態となるが，結晶形成量は減少した．Ca 結合領

域を機能不全にしたマウスでは，結晶形成量は多いも

のの，コントロールマウスとは異なる形態を示した．

尿路結石が形成される多段階過程の中で，OPN の細

胞接着領域 (RGD 配列）は，その形成初期において

結晶と腎尿細管細胞との接着に関わること，またカル

シウム結合領域は，結晶の成長過程に機能するものと

推察された．

結 語

本研究から OPN は， 2つの機能的アミノ酸を有す

ることにより，腎結晶形成過程における促進的な役割

を担うことと思われた．この結果を踏まえ，現在これ

らの機能的アミノ酸配列を特異的に阻害する中和抗体

を in vitro および結石モデル動物への投与する研究を

行っている．これらの研究が，将来の結石再発予防を

目的とした分子標的治療薬の開発の足がかりになれば

と期待する．
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