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尿路結石症 におけるIn　 vitroの 結晶形成

金沢医科大学泌尿器科学教室(主 任:津 川龍三教授)

宮澤 　克 人,鈴 木 　孝 治,津 川　 龍 三

A STUDY OF CRYSTALLIZATION ON 

    UROLITHIASIS IN VITRO

Katsuhito Miyazawa, Koji Suzuki and Ryuzo Tsugawa 
  From the Department of Urology, Kanazawa  Medical University

   The formation, growth and aggregation of calcium oxalate crystals were evaluated with a Coulter 
counter. CG-120 and sodium pentosan polysulfate (SPP) has inhibitory activity on calcium oxalate 
crystal formation, growth and aggregation in the seeded crystal system and whole urine system. 
In continuous crystallizer system, they inhibit the nucleation rate. 

   A new system of observing the crystal formation and growth of fragmented stones after extra-
corporeal shock wave lithotripsy has been developed. CG-120 has an inhibitory effect on their 

growth. The deposition of calcium oxalate crystals in the rat kidney was induced, and then, the 
volume and number of crystals were estimated using a Coulter counter. SPP has an inhibitory 
effect on calcium oxalate crystal growth in vivo.

(Acta Urol. Jpn. 37: 1091-1096, 1991)
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緒 言

尿路 結 石 中 も っ とも多 く存 在 す る蔭 酸 カル シ ウ ム結

石 に関 し多 施 設 に よって 精 力 的 に種 々 の方 法 に て そ の

発 生機 序 の解 明 が な され て い る もの の,い まだ不 明 な

点 が多 く,そ の 一因 と して 実 験 的結 石 形 成 が 困 難 で あ

る こ とが あ げ られ る,結 石 は 結 晶核 形 成,成 長,凝 集

の過 程 を 経 て結 石 に 発 達 す る と され て お り1),わ れ わ

れ は この 点 か ら結 晶 形 成,成 長,凝 集 の検 討 が 結石 発

生 の メ カ ニズ ムの 解 明 に 重 要 で あ る と考 え主 と し て

Coultercounterを 利用 し種 々 の方 法 に て 検 討 を 行

って きた2-4)

Coultercounter法 は 蔭 酸 カ ル シ ウ ム(CaOx)

のmetastablesolutionに お け るseedcrystalの 各

サ イ ズ毎 の数 を直 接 カ ウ ン トす る方 法 で,現 在わ れわ

れ はCoultercounterTA-IIにinterfaceを 介 し

personalcomputerを オ ン ライ ソ化 し測 定 して い る ・

今 回 近 年 広 く蔭 酸 カル シ ウ ム結石 再 発 防 止 剤 と して

臨 床 的 に 使 用 され て い る クエ ン酸製 剤CG-120と 体

外 阻 止 物 質 と して 注 目され て い るsodiumpentosan

polysulfate(以 下SPPと 略 す.)の 阻 止 効 果 をin

vitro,1Rvivoの 系 に お い て測 定 した の で 報告 す る.

実 験 方 法

1.Invitro

Lsecdcrystalmethod2)

CaOxのmetastablesolutionを 使 用 直 前 に 作 製

し,こ の うち の100mlにCaOxcrystalsuspen-

sionを2.5ml添 加 し,添 加 直 後 と マ グ ネ チ 曽 ク ス タ

ー ラ ー に て1時 間 掩 拝 後 の 各sizeご と の 結 晶 数 を
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Coultercounterに て 計 測 し,controlと 比 較 し て

CG-120,SPPを 添加 した場 合 の結 晶数 の変 化 か ら凝

集 阻 止 能(Ia)を,結 晶体 積 の 変 化 か ら 成長 阻 止 能

(lg)を 箕 出 した.

2.全 尿法

す で に 報告 した よ うp`n》metastablelimitを 測定

後,尿100m1にmetastablelimitのNaOx量,

さ らに0.3mmolのNaOxを 追 加 添加 し10分 毎 に

結 晶数,体 積 を 測 定 しこれ をcontrolと してCG-

120,SPP添 加 時 の反 応 と比 較 した.

3.Continuouscrystallizersystems)

約150mlの 容量 の ビー カー に カル シ ウ ム系 の溶 液

と蔭 酸 系 の溶 液 を マ ルチ ポ ソ プを使 用 し注入 し溶 液 量

が 常 に100mlと な る よ う注 入 量 と同量 を 吸引 す る.

ビー カ ー は二 重 構造 で 内部 の 溶 液 が 常 に37。Cと な る

よ う温水 を循 環 させ る.ま た,ビ ー カ ー 内の 溶 液 は テ フ
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Fig.2.Membranefiltercrystallizationsystem.
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ロ ソコ ーテ イ ソ グの ス ター ラーパ ー を使 用 し一 定 の 速

度 で撹 拝(Fig.1.)す る.な お,注 入 溶 液 はRobertson

らの報 告6)に よる カル シ ウ ム最 終 濃 度6mmo1,穆 酸

濃 度 は0.6mmolを 使 用 した.CG-120,SPPを 穆 酸

系 溶 液 に 添 加 し注 入 しnucleationrate(B。),growth

rate(G)を 測 定 した.

さ らに,こ の 装 置 を応 用 し,よ りdynamicなap・

proachと してESWL後 の 結 石片 を 持続 結 晶 作製 装

置 内に お き成 長 させ る系 を開 発 し7)CG-120の 溶 解 効

果 を検 討 し た.容 量75m1の ビ ー カ ー 内 にextra・

corporealshockwavelithotripsy(以 下ESWLと

略 す.)後 排 石 され た 蔭 酸 カル シ ウ ムー 水 化物 単 独成 分

100mgの 結 石 片 を 含有 させ た メ ソ ブ レン フ ィル ター

式 培 養 カ ップ を置 き,注 入 液 量 が50mlと な る よ う注

入 量 と同量 を 吸引 し,180分 の反 応 後,室 温 に てpaper

filter上 で24時 間 乾 燥 後 重 量 を 測 定 した(Fig.2),

II.Invivo

体 重300～3509の 雄Sprague・Dawleyラ ッ トを

用 い1週 間 の予 備 飼 育 の後,Fig.3に 示 し た プ ロ ト

コール で 蔭 酸前 駆 物 質 で あ るHydroxy-L-prolineの

腹 腔 内 投 与 お よび0,4%Oethyleneglycolの 自由 摂 取

に よ り結 晶 を誘 発 し結 晶形 成 お よびSPPの 阻 止 効果

を す でV.'_.告 した 方 法3)で 腎 組 織 を ホモ ジ ネ ー ト後,

Soluene-100に て 溶 解 し 形 成 さ れ た 結 晶 を抽 出 し

Coultercounterに て 測 定,検 討 した(Fig.3).

結 果

1.Invitro

1.seedcrystalmethod

CG-120は250～2,000μglm1の 間 で 凝 集 阻 止 効 果
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が認 め られ 特 に蔭 酸 カ ル シウ ムー 水 化 物 に 対 して は

2,000μg/mlで は100°0以 上 で 結 晶 の溶 解 が 認 め られ た

(Fig.4).

成 長 阻 止能 は250～2,000kg/mlで 認 め られ た.

SPPは0.5deg/ml以 上 で 凝 集 阻 止効 果 が 認 め られ1

μg/m1以 上 で は100°0近 くの 阻 止効 果 を示 した.成 長

阻 止能 は0・5～100μ91m1で 認 め られ た(Fig.5).

2.全 尿系

CG-120は 最 終 濃 度500μg/m1以 上 で 結 晶体 積 阻

止効 果 を 認 め た(Fig.6).

SPPは 最 終 濃 度1ug/ml以 上で 同様 に 阻 止効 果 を

認 めた(Fig.7).

3.Continuouscrystallizersystem

CG-120で は 濃 度 増 加 に従 いnucleationrateが 抑

制 され,SPPで も同様 に 抑制 されCG-120,SPPと

もnucleationの 段 階 で 抑 制 的 に作 用 す る こ とが 判 明

した(Table1).

ESWL後 の結 石 片 はGG-120の 濃 度 の増 加 に 伴 い
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結 石 重 量 が減 少 し,最 終 濃 度10mmo1のCG-120で

はcontrolの 重 量4・26mgに 対 し1.34mgと 著 明

に 減 少 した(Table2).

II.Invivo

腎 組 織 内 カル シ ウム濃 度 は コ ン トPル 群(group

I)に 比 較 して結 晶形 成 群(groupII,III)で 有 意 に

増 加 して い た.crystalvolume,meansize,16hem

以 上 のcrystalvolumeは コ ン トロ ー ル 群(group

I)に 比 較 し結 晶形 成 群(groupII,III)で 有 意 に 増

加 し て い た.結 晶形 成 群(groupII,III)間 で は

SPP投 与 群(groupIII)が 非投 与 群(groupII)に

比 較 しcrystalvolume,meansize,16um以 上 の

crystalvolumeに お い て有 意 に減 少 して い た(Ta-

ble3).

考 察

、eed・・y・t・1法はm・t・ ・t・bl…1・ti・・ 申での蔭

酸カルシウム結晶の成長と凝集を観察できる優れた方

法であるが1%の 希釈尿を使用することから全尿での

反応とは異なることが考えられRyallら の 報告8)以

来全尿系への関心が高まってきている,と くに阻止物

質の再発性尿路結石患老に対する評価とい う点では少

なくとも二つの系での検討が必要と考えられる.し か

しこれらの方法のほとんどは一定容量内において完結

するbatchsystemで あ り実際に腎臓で持続的に産

生される尿とは異なると考えられてきた.ヒ トにおけ

る尿産生 と「司様 な状態 をつ くるた めcontinuous

crystallizerを 使用 した概念がFinlaysonに よ り報

告9)され,そ の後諸家が種々の装置を使用し阻止因子
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Tab且el. SummaryoftheeffectofCG-120andSPPonnucleationrate,growthrateand

crystalmassconcentration.

Finalconcentration NucleationRate GrowthRate Crsstalmass

CaOxCitSPP

㎜01}(ロ 皿ol,ロmo1}遭/L〕

nBOSD

No!min口1

GSD
microns/min)

町

mz/L

SD

s

6

s

s

s
s

o.s

o.s

o.s

o.s

o.s
o.s

0

2

4

s

8

10

os

os

O3

03

03
03

66290

50722

48169

53979

44368
45655

1156

6065

1015

5265

652
3905

0.2780.004

0.zaso.ois

o.zsso.00s

O.2850.009
0.zsoo.00s

o.zsso.oia

48.021.99

41.024.70

42.161.73

41.921.09
36.363.18

41.293.30

s

s

6

s

s

o.s

o.s
o.s

o_s

o.s

2

2
2

2

2

103

203
303

403

509

41446

43423
52260

51593

47434

278

1412

1976
2669

2340

0.3000.005

0.2sso.oas
O.2770.007

0.zezo.00s

O.2810.007

37.541.77

37.341.03
37.433.11

38.710.30

35.481.62

Table2. SummaryoftheeffectofCG-1200nnucleationrate,growthrate,crystalmass

concentrationandstoneweight.

F1ロ 温ユconcentratioロ NucleationRate GrowthRate CrystalmassStoueWeieht

CalciumOxalateCitratenBOSDGSD

{凹01){mmol}`口 皿01}{No!皿1n口a)(mlcrons/mi=L〕

岡TSD

(m/L)

Wt
(mg)

SD

6

s

s

6

6

s

0

0

0

0

0

0

s

s

s

6

6

6

os

zs

4G

66

86

工06

ss2souss

507226065

481691015

539795265

44368652

456553905

0

0

0

0

0

0

2780

2890

2960

2850

2900

2950

00448

01541

00542

00941

00836

0iaai

ozi

oza

161

921

363

293

99

70

?3

09

18

30

4

3

3

2

2

1

2550

9400

5600

8950

0soO

3400

735

430

530

195

410

300

Table3. Calciumcontentofratkidney,andcrystalnumber,volume,meansize

andcrystalvolumeover16.0/gym.

groupI groupa groupIII

Renal

Cacontent

(mg/g・tissue)

(n=7)

0.098±0.020
1

(n=7)

0.320±0.137
1●曝

(n=8)

0.225±0.16'Z
oo

1

CrystalNo.

(n=10)

7162.0±1635.0

(n=8)

7695.6±1607.6

(n=10)

5673.8±3629.7

「 一 一『 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一一 一 一 一 一1・・

CrystalVol.

しεmケ100μlx10一 り

(n=10)

63.9±22.8
1

(n=8)

805.9±319.1
置●■

(n=10)

278.6±240.3
m

L

r-一 一 一 一 一 一 一 闇 一 一 一一 一一 一「 ● ・

Meansize

(wm)

(n=10)

5.49a±0.447
【

(n=8)

12.221±1.206
,00

(n=10)

8.680±1.723
m

1

CrystalVol.

(over16.Opm)

(n=10)

18.2±8.9
1

(n=8)

617.9±269.9
」●●

ロコ

(n=10)

172.4*_150.9
●●

【

Theresultsareexpressedasthemean±SD
・pく0

.05・.p〈0.01

の作 用,結 石 患 者 尿 に お け る 異 常 な ど を 報 告 し て い

る6,10-i6).今 回 の検 討 で はCG-120,SPPと もに結 晶

成長,凝 集 を評 価 可 能 なbatchsystemお よび結 晶核

形 成 の 評 価 可 能 なcontinuouscrystallizersystem

で それ ぞれ 抑 制 効果 を示 した.

ESWL後 しば しば 結 石 片 の 残存 を 経 験 す るが これ

らが ふ た たび 結 石 に 成 長 す る 可 能性 も 否 定 で き ず

ESWL後 再 発 防 止 と し て の 薬物 療 法 の 意味 でCQn-

tinuouscrystallizersystemを 応 用 し結 石 片 に対 す る

CG-120の 効果を検討 した.invitroで の結果がin

VIVOに おいても反映されるか否かをSPPを 用 いて

検討した.そ の結果invitroで の結晶形成,成 長,

凝集の検討がinvivoの 結果 とある程度相関するこ

とが判明したが,今 後さらに腎の結晶形成に近似した

invitroシ ステムの開発が必要と思われた.

今回,治 療への応用という意味を考慮し検討を行っ

たが,近 年報告されているheparansu1セtemな ど

のいわゆる体内阻止物質の方向からの追求も重要で,
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さらに高分子阻止物質や促進物質の検討も必要と考え

る.

結 語

蔭 酸 カル シ ウム結 晶形 成,成 長,凝 集 の検 討 を主 と

してCoultercounterを 用 い 以 下 の 結 果 を 得 た.

i.seedcrystal法,全 尿 系 でCG-120,SPPに 阻 止

効 果 を認 めた.

2.CG-120,SPPがcontinuouscrystallizersystem

でnucleationrateを 抑 制 した.

3・ESWL後 の 結 石片 を持 続 結 晶作 製 装置 内に お き成

長 させ る系 を 開 発 しGG-120の 溶 解 効果 を 検 討 し,

結 石 片成 長 阻 止 効 果 を 認 めた.

4.ラ.yト に 蔭 酸 カル シ ウ ム結 晶 を 誘 発 さ せinVIVO

に お い て もSPPに 結 晶成 長,凝 集 阻 止効 果 が認 め ら

れ た.
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