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蓚酸カル シウム結 晶形成,成 長,凝 集 に

対 す る沢瀉 の阻止効果
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   The inhibitory effects of Takusha on the formation, growth and aggregation of calcium oxalate 
crystals were estimated by the microplate method and the use of Coulter counter  TAII in the 
diluted urine system and undiluted urine system. In the diluted urine system, the inhibitory effect 
on aggregation and growth was calculated from the changes in the number and volume of crystals 
by the seed crystal method. Takusha had a strong inhibitory effect on the aggregation and 

growth when the concentration was above 10  gig/ml. 
   In measuring the metastable limit by the microplate method, Takusha had a mild inhibitory 

effect on the formation of crystals above the concentration of 1  mg/ml. In the undiluted urine 
system, after determining the metastable limit, the formation and growth of calcium oxalate crystals 
which precipitated in response to a load of sodium oxalate were measured. Takusha had a strong 
inhibitory effect on the formation and growth at the concentration of  0.1-1  mg/ml. 

   Takusha had no glycosaminoglicans in the dimethylmethylene blue assay and had an inhibitory 
effect on aggregation and growth when its molecular weight was over 10,000. 

   Therefore, Takusha might be useful for preventing stones in recurrent stone formers. 

                                                  (Acta Urol. Jpn. 39: 695-700, 1993) 
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緒 言

尿路結石の大部分を占める蔭酸 カルシウム(CaOx)

結石の発生原 因は近 年 精 力 的 に研 究が進め られ しだ

いに解 明され ようと してい る.わ れわれ は結 石 再 発

予防の薬物療法 の可能性を確 認す るために,Coulter

countermethodに よ り各種薬剤 の結晶成長 凝集阻 止

能について報告 して きたレ5).

一方 ,漢 方製剤の臨床応用 としては,猪 苓湯等 が主

してその利尿作用に よる排石 促進剤 として臨床におい

て使用 され ている6).ま た,invitroで は宇都宮 ら7)が

猪苓湯の構成成分,金 銭草 と夏枯草について,meta-

stablesolutionを 用 い結晶 の成 長 と凝 集に与え る影

響について検討 して いる.

今回,わ れわれは猪 苓湯 の一成 分である沢潟(タ ク

シャ)を 使用 し結 晶形成にお よぼす影響について,結

晶核生成 の段 階はmetastablelimit測 定に より,結 晶

成長凝集の段 階 はseedcrystalmethodを 用いた阻

止能の測定,さ らに限外濾過 尿を用いた阻止能の測定,

走査電顕を用 いた結 晶の形態について検討 し,沢 潟の

結石再発予防薬 としての可能性について検討 した ので

報告す る.

対 象 と 方 法

1)沢 潟

沢潟は ツムラより提供 された,凍 結乾燥末 を使用 し

蒸留水 または尿に溶解後,濾 紙で濾過 し,さ らに0.22

μmMilliporefilterを 通 した可溶性成分 を対象 とし
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た.

2)seedcrystalmethodi・2)

CaOxのmetastablesolution(CaCl2:lmM/L,

Na2C204:0.2mMIL,NaCl:0.15Mと10mM

sodiumcacodylateでpH6に 調 整 し,045μmの

Milliporefilterを 通 す)を 使用 直 前に 作 製 し,こ の

うちIOOmlにCaOxcrystalsuspension(半 井 薬

品CaOxmonohydratelOOmgを 生 食100m1に 投

入 し,超 音 波 に て30分 間処 理)を2.5ml添 加 し,添

加直 後 とマ グネ チ ッ クス タ ラー に て1時 間 携 絆 後 の各

サ イ ズ毎 の結 晶 数 をCoultercounterTAIIに て計

測 し,contro1と 比 較 して 沢 潟 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 算 出 した.そ れ ぞ れ6検 体 を 測

定 し,そ の 平 均を 測 定 値 と した.

3)metastablelimit測 定

正 常 人 男子1人 の新 鮮 尿 を6,000回 転,60分 間遠 心

し5μmさ らに0.22μmのMillipore舳erで 濾過

し遠 心 濾 過 尿(spunandfilteredurine;S&F)を

作 製 した.つ ぎに 旭 化 成 限 外 濾 過 モ ジ ュー一ル(AIP-

1010)を 使 用 しMWIO,OOO以 上 の 物 質 をcutoffし

た 限外 濾過 尿(ultrafilteredurine;UF)を 作 製 し

た.microplate法 を 用 い このUF尿 お よび これ に,

沢 潟 を0.1,lmg/m1と な る よ うに 添 加 した 溶 液 の

metastablelimitを 測 定 した.metastableIimit測

定 はmicroplate法 で お こ な った8)microplate内

に 尿200μ1と1彦 酸 ナ トリウ ム(NaOx)を 最 終 添 加

濃 度0か ら1.5mMと な る よ うに0.15mM間 隔 で

micropipetを 使 い 同 時 に10μ1添 加 し,37℃20分

間 放 置 後倒 立 顕 微 鏡 に て観 察,修 酸 カル シ ウム結 晶 が

ら 明 ら か に 生 成 さ れ る 最 小 修 酸 添 加量(mM)を

metastablelimitと した.そ れ ぞ れ6検 体 を 測 定 し,

そ の平 均 を 測 定 値 と した.

4)非 希 釈 尿 法3-5・9)

UF尿100m1にmetastablelimitのNaOx量,

さ らに30μMのNaOxを 追 加 添 加 し,90分 間15分

毎 に結 晶数,体 積 をCoultercounterTAIIに て 測

定 した.そ れ ぞ れ6検 体 を測 定 し,そ の平 均 を測 定 値

と した.

ま た,90分 目の 結 晶 を走 査 電 顕 で 観 察 した.

5)沢 傭 の阻1」二作 用 物 質 同定 の試 み

DMB(dimethylmethyleneblue)法10)を 用 い,S

&F尿,UF尿,UF尿 に 沢 潟 をO.1,1mg/m1と な

る よ うに 添 加 した溶 液 で,そ れ ぞ れ のglycosamino-

glycan(GAG)の 濃 度 を 測 定 した.

つ ぎにCentrisart⑫ を 用 い 沢 濾 を分 子量10,000と

100,000でcutoffし 上 記 のseedcrystalmethod

でIa,Igを 測 定 した.な お,沢 潟 の溶 液 は10μg

/mlを 用 い た.

結 果

1)seedcrysalmethodに よ る 結 晶成 長 凝 集阻 止 能

に つ い て(Fig・1)

Ia,Igの 測 定 結 果 を示 す が,こ の値 が100%で あ れ

ば 結 晶 の成 長 また は 凝 集を 完 全 に 阻 止 した こ とに な

る.沢 潟 はIOlig/mlの 濃 度 に つ いてIa=85.6%,Ig

==109.2%と 強 い阻 止能 を認 め た.そ れ 以 下 の濃 度 で

は 結 晶成 長 凝 集限 止能 は 認 め られ な か った.
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2)結 晶 核生 成 の指 標 で あ るmetastablelimitの 変

イヒ(Fig.2)

沢 潟lmg/mlの 濃 度 でmetastablelimitの 上 昇 が

認 め られ た,そ れ 以下 の 濃 度 で はmetastablelimit

に変 化 は 認 め られ な か った.

3)非 希釈 尿 法

UF尿 に お い ては 結 晶 数 は 急激 に 増加 し15分 後 に 最

大値 とな り,30分 以 降 は結 晶 数 の 減 少傾 向 が認 め られ

た(Fig.3).結 晶数 が 減 少 した 理 由 は,結 晶 が 生 成 さ

れた 後,急 速 に 結 晶 凝 集 が 始 ま った た め と考 え られ

た.UF尿 に お い て 体積 は時 間 と と もに 緩 徐 に 増 加

した(Fig.4).結 晶 の直 径 を み る と この系 が 一 番 大 き

く,直 径 の ピー クは 約11Ptmで あ った(Fig.5).
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S&F尿 に お いて も結 晶 数 は急 激 に 増 加 し15分 後 に

はplatcauと な った(Fig.3).結 晶 体積 は時 間 と と

もに 緩 徐 に増 加 した(Fig.4).結 晶 直 径 の ピー クは 約

7か ら9μmでUF尿 よ りや や 小 さい傾 向 で あ った

(Fig.5).

沢 潟 を 添 加 した場 合 は,0.Img/mlで は 結 晶 数 は

急 激 に 増 加 し15分 後 に はplateauと な った.lmg/

mlで は結 晶数 の増 加 は 抑 制 され 時 間 と と もに 結 晶 数

は 緩 徐 に 増 加 した(Fig.3).ま た,体 積 は 沢 潟濃 度 が

増 加 す るに つ れ て抑 制 され た.90分 目では0.Img/

mlで は53%,lmg/mlで は90%の 体積 阻 止効 果 が

認 め られ た(Fig.4).結 晶直 径 の ピ ー クは0.1mg/ml

では 約6μm,lmg/mlで は2か ら4μmで あ り沢 潟
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濃 度が 増 加 す る につ れ て抑 制 され た(Fig.5)・

4)走 査 電 顕 に よる観 察(Fig,6)

す べ て の系 に お い て,calciumoxalatedihydrate

(COD)が 観 察 され た.UF尿 で は 著 しいCOD結 晶

凝 集 が認 め られ た.沢 潟0.lmg/mlの 濃 度 では,結

晶の 凝 集 が認 め られ た が それ ぞれ の結 晶 サ イ ズ はUF

尿 の もの よ り小 さ くな った.沢 潟Img/mlの 濃 度 で

は小 さなCOD結 晶 が み られ,ほ とん どの 凝集 は 抑

制 され バ ラバ ラの状 態 で あ った.

S&F尿 では 結 晶 個 々の サ イ ズはUF尿 に 比 べ 大

きい が,明 らか な結 晶 凝 集 の 抑制 が 認 め られ た.

5)沢 潟 の阻 止作 用 物 質 同 定 の試 み

S&F尿,UF尿,UF尿+沢 潟0.lmg/ml,UF

尿+lmg/m1のGAGの 濃 度は,12.5μ9/ml,Oge9

/m,0μg/m1,0μg/mで あ り,GAGが 含 まれ て い る

のはS&F尿 だ け で あ り,UF尿,沢 潟 に はGAG

は 含 ま れ て い ない と考 え られ た.

つ ぎに,沢 潟 溶 液 を分 子 量 別 に 分 けseedcrystal

methodでIa,Igを 測 定 した(Fig.7).分 子 量10,000

以 下 の 分 画 にIa,19は 認 め られ ず,10,000以 上 の 分

画 にIa=56.5%,Ig=70.7%と 阻 止 能 が認 め られ た.

さらに 分 子 量100,000で 分 け た場 合100,000以 下 の分 画

にIa=・38.7%,Ig=60.5%,100,000以 上 の 分 画 にIa

=3L8% ,Ig=59.6%と 阻 止 能 が 認 め られ た.
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考 察

沢潟はオモダカ科サ ジオモダカの根茎か ら調整 され

る生薬で,猪 苓 湯,八 味地黄丸,柴 苓湯な どに配合 さ
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れ てい る.成 分は,揮 発油,樹 脂,澱 粉,有 機酸,ア

ミノ酸,カ リウム塩,ビ タ ミン類,糖 類な どが知 られ

てお り,利 尿作 用,抗 コレステロール作 用な どを有

す11).

大川12)は,漢 方医学の もつ経験的 な組み合わせ と化

学的な作用発現機序 が どのあた りで一致す るのかを推

察するために,ま た漢方生薬 のなかに結石溶解剤ある

いは結石予防薬 としての臨床応用の可能性 を探求す る

ためにinvitroに おけ る検討 が必要であ るとしている.

宇都宮 ら7)はmetastablesolutionを 用い結晶の成

長 と凝集に与 える影響につ いて検討 したが,沢 潟が低

濃度においても強い阻止能 を認めた としている.わ れ

われ もmetastablesolutionを 用いた希 釈 尿 におけ

る評価で,沢 潟が結晶の成長,凝 集を阻止するこ とを

確認 した.こ のmetastablesolutionを 用いたseed

crystal法 は,結 晶の成長 と凝集を観察で きる優れた

方法であ るが,有 効 と考え られた薬剤が必ず しも全尿

中で有効であるとはか ぎらない3-5).

そ こで 今回,実 際の 尿を 使用 した 検討 を 行 った.

coultercounter法 による非希釈尿系 の評価で,限

外濾過尿の系 を用 いた 理由であ るが,S&F尿 とUF

尿中 のpHや 電解質,特 にCa,Oxは まった く同一

であ り蔭酸の添加で結晶が形成 され るが,こ の時,高

分子領域にあると報告 されている結 晶成長凝集阻止能

の成分を除いてやることに よ り結 晶の凝集 と成長が促

進 され,結 晶の凝集成長をみ るのに非常に都合が良い

系 とな るか らである.限 外濾過尿を用いた検討で,沢

潟に よ り結晶体積 の増加が抑制 され,結 晶 の形成 成

長 が抑制 され ることが明 らかになった.走 査電顕に よ

る観察では,沢 潟の添加に よ り結 晶サイズは小 さ くな

り高濃度では小さな結晶のみが形成 されて お り,明 ら

かな結晶凝集の抑制が認め られた.こ のよ うに,非 希

釈尿系において沢潟は,結 晶核生成,成 長,凝 集のそ

れぞれの段 階を抑制す ることが証 明 された,

しか しなが ら,今 回の検 討では沢潟 の阻止物質がい

ったい何であるのかは特定で きなか った.宇 都宮 ら7)

の報 告 と同 様 に,沢 潟 の成分中にGAGは 含有 され

ていないことが証 明された.本 実験 で明らか とな った

沢潟の可溶性成分 の うち分子量10,000か ら100,000の

分画 さらには100,000以 上の分画に阻止物質が含 まれ

ることか ら,こ の領域の成 分同定 が必要 と考え る.

結石再発予 防薬が結晶系に直接作用す る場合,そ の

成分が尿中に少 な くとも数%排 泄 され ることが必須条

件であ る.今 回,invitroの 系において沢潟に結晶

形成阻止能が認 められたが,そ の成分 の実体を特定で

きていない現在,尿 中排泄量の測定 も困難 である.今
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後,そ の 成分 の特定,invivoの 追加実験 が必要 と

考え られた.

結 語

1)全 尿法 を含むinvitroの 検討 で,沢 潟は結晶

核生成,結 晶成長,凝 集のそれぞれの段階に抑制効果

が認め られることが明 らか となった.

2)沢 潟の分 子量10,000以.Lの 分 画に阻止物質が存

在す ることが判 明した.沢 潟にglycosaminoglycan

は含有 されていなか った。

3)沢 潟が結石再発予防薬 として有効であると確認

す るためには,沢 潟中の阻止物質の特定,そ の尿中排

泄量を検討す る ことが必要 と考 えられた.

稿を終えるにあたり,協 力して頂いた百成智津枝技能員に

深謝します。

本論文の要旨は,第2回 北陸泌尿器科漢方研究会で発表し

た。
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