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  We found that a few patients with urolithiasis had normal parathyroid hormone levels

but high cyclic AMP excretion． The purpose of this paper was to study the endocrinologica1

mechanism．

  Male rats were given intraperitoneally dibutyryl cyclic AMP （DBcAMP）， a derivative of

cyclic A］vlP， per 100 g．m of body weight for 50 days． Feed and water were supplied ad libitum．

  Crystal formation or calcification in mainly the dystal tubules and collecting system were

found in 3 out of 10 rats， and renal calcium．stones in 2 rats． The cyclic AMP of the renal

parenchyma， especially the renal medul’la， was elevated by more than iOO times after DBcAMP

administra．tion， ＄erum calciupa lev’els， urinary calcium and phosphate excretion， and’ the

adrena． line levels of the renal pare’nchyma ．were significantly increased． Serum parathyroid

hormone was slightly enhanced， but vitamin D and the noradrenaline levels of the． renal

parenchy皿a were not changed．

   Based on these findings， it is suspected that stone formatiQn in rats injected DBcAMP

occurs through the action of DBcAMP on ’ 狽??renal tubules to increase urinary calcium ex－

cretion and to make renal stbnes as a form pf primary hyperparathyroidism．
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 結石症の発生原因のひとつとして，カルシウム代謝

異常があることを報告してぎた．それらの研究過程に

おいて，従来の副甲状腺の内分泌代謝の概．念では説．明

がつかない，2つの新しい代謝機序を見出した．それ

らを本論文と次り論文とで報告する．

 本研：究を始めるに至ったきっβ・けは，カルシウム含
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有結石患者のカルシウムならびに副甲状腺機能を調べ

ていたところ，副甲状腺ホルモン値は正常であるが，

その働ぎを伝達する物質（second messcnger）の

cyclic AMP値が高い症例が数例みられるようにな

ったためである．この現象は，今までにわかっている

副甲状腺の内分泌代謝機序では考えられないことであ

る．

 上記の結石患者の内分泌機序はFig．1のごとく，

副甲状腺機能は正常であるが，腎尿細管細胞に存在す

る副甲状腺ホルモンの膜レセプターがなんらかの原因

で異常に充進して働き，Fig．2に示すような原発性

副甲状腺機能充進症の内分泌代謝に似た機序で尿路結

石が発生するものと考えた．そこでcyclic AMPの

o

e

o

ATP

臨床症例から推察された

     内分泌機序

誘導体であるdibutyryl cyclic AMPを大量：にラッ

トに投与し，上記の結石患者のような内分泌機序と尿

路結石を持つ実験動物モデルを作り，内分泌学的と組

織学的見地から尿路結石の発生機序を考えるととも

に，このような内分泌機序が原因で結石ができる可能

性を報告する．

P了H

cAMP分泌増撫

4二＝   ，

lcium増加

         尿路結石

Fig． 1． Suspected endocrinological mechanism
    of the patients with normal parathyroid

    hormone levels but high cyclic AMP

    excretlon．

o

o

o

原発性上皮小体

 機能充進症

P’「H分泌充進

副甲状腺出

門P cAMP増加

膨躍中，血中
  Calcium増

         尿路結石

Fig． 2． Endocrinological mechanism of the

    patients with primary hyperparathy－

    roidism．

実験方法および対象

 （i）尿路結石の形成方法

 5週齢のウィスター三田ラット20匹を2群に分け，

体重100mg当り5mgまたは50 mgのdibutyryl
cyclic AMP（以下DBcAMPと略す）を約．50日間

連続腹腔内に投与した．飼育飼料はクレア製ラット固

型飼料CE－2を用い，自由飲水とした．対照群とし

て同条件の10匹を用いた．

 （2）生化学的・内分泌学的検討

 投与後20日目と投与終了時の50日目に，代謝ケージ

にて採尿し，尿中のカルシウム（以下Caと略す）．

燐（以下Pと略す），cAMPのそれぞれの排泄量を従

来の方法で測定した1）．

 cAMPは多くの物質のsecond messengerで，

種々の生体反応に関与している2）．このため，今回の

cAMPによる結石形成の原因が副甲状腺代謝以外の

機序が関与している可能性があるので，結石とcAM？

とのどちらにも関係深い物質の，DBcAMP投与前

後の変化を調べた．検査方法は，10週齢の雄ラットを

用い，DBcAMPの投与前と投与後1時置目の下記物

質について血清および腎（皮質・髄質別）組織内濃度

を測定した．測定物質とその測定方法は，副甲状腺ホ

ルモンをradioimmunoassay法（RIA法）で，ア

ドレナリンおよびノルアドレナリンをtrihydroxy

indolc法で，ユーα一25（OH）ビタミンDをradiore－

ceptor assay法で測定した．

 （3）病理学的検討

 病理学検討はおもに光学顕微鏡 走査型電子顕微

鏡ならびにエネルギー分散型X線元素分析装置を用

いておこなった．観察に用いた機種や試料の作成方法

は観察目的により種々異なった．ここでは走査電顕の

代表的な試料の作成を2，3述べる．

 DBcAMP投与終了後に，ネンブタール麻酔下にて

左心室にカニュソーションをし，生理食塩水にて充分

に潅流をし，ついでカ．コジル酸で緩衝した2％電顕用

グルタルァルデヒド（pH 7．2）にて潅流固定した．固

定された腎臓は摘出後，一部はカコジル酸緩衝液に一

昼夜入れた後，一部はただちに約1×1×5mm角に

細切し，緩衝液で5分間，3回洗回した．ついで1％
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OsO（緩衝）に2時間固定し，緩衝液で20分間， 3

回洗瀞した後，順次高濃度のジメチルスルフォキシド

（DMSOと略す）にて洗瀞し，50％DMSO内に一

昼夜放置した．翌日凍結離断器にて割緩し，蒸溜水で

15分間，4同洗溝した．以上の操作はすべて4℃の

条件下でした．ついで0．1％OsOにて24時間固定し

た．翌日1％OsOに1時間固定した後，エタノー

ル系列で脱水し，酢酸イソアミルに15分間添加後，臨

界点乾燥法の操作の後，走査電顕にて観察した．

 また腎臓内のCa分布を調べる目的では，水平の

方法や凍結乾操法3）により試料を作成した．これらの

試料を作るさい，同部位の腎臓を光顕用としてH・E

染色とvon Kossa染色した．試料の観察は主とし

て，日立S－450，日立8010および堀場EMAX 8700，

EMAX 2200を用いた．

結 果

（1）DBcAMPによる尿路結石の形成結果

Fig． 3． Experimental urinary stone induced by

    dibutyryl cycllc AMP （DBcAMP）in the
    rats
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 DBcAMPを体重100 g当り5mgを投与した群
では，50日間連日投与中の死亡例はなかった．しかし

尿路結石も肉眼的にあきらかなものは1例もなく，腎

尿細管内にCaのわずかな沈着物を1例に認めるに

すぎなかった．いっぽう体重iOO g当り50 mg投ワ

群では，この量はDBcAMPのLD5〕量に相当する

ため，投与後1週間前後から，後述する副作用や死亡

例が増え，最終日まで投ゲできたのは4例のみであっ

た．死亡例は剖検し，結石の有無を調べたところ投ケ

後20日以内では1例もあきらかな結石はできていなか

った．20日以上投与しえた7例中2例に肉眼的にあき

らかな腎または尿管結石を認め，うち1例は両側性で

あった（Fig．3）．残り3例にも顕微鏡的には，腎髄

質を中心に腎尿細管内のCa沈着がみられた．結石

の赤外線分光分析の結果は蔭酸Caとリン酸Caと

の混合結石であった（Fig．4）．

 なお対照ラットに結石形成は1匹もみられなかっ

た．また後述のごとくDBcAMP投与ラットは高Ca

尿症がみられたことから，これが結石形成の原因かと

考え，7匹のラットに炭酸カルシウムを混合させた飼

料を摂取させ約10倍もの高Ca尿症ラットを作った

が，結石形成は1例もみられなかった．

 DBcAMP投与中の症状や副作用は①体重増加が鈍

ったこと（20日目には対照群の体重に比べ約12％減，

50日目には約30％減であった）②体毛の光沢が落ち，

はさばさになった．③DBcAMP投与直後の最高血

圧は平均120mmHgから平均40mmHgと著明に
低下し，④心拍数も約350／分から約150／分に低下し，

⑤体動の鈍化または不動の状態が約2時間続いた．

 （2）病理学的検討の結果

 肉眼的には，尿管結石を持つラットの1腎のみ水腎

症であったが，他の腎臓では異常がなかった．

Fig． 4． Infrared spectroanalysis showing mixtures of calcium

oxalate dihydrate and calcium phosphate
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Fig． 5． X－ray energy spot pulse analysis

    shows that crystals （substances） in
    the distal tubules contain calcium

    and phosphate （×1，000）

 光顕像では，腎髄質の尿細管腔内に石灰化沈着物が

多く，…部は皮質の尿細管腔内にもみられた．そこで

それらの部分を中心に走査電顕ならびにX線分析装置

により観察した．それらの典型例はFig．5のごと

く，壊れた上皮の遠位尿細管ないしは集合管内に大小

多数の結晶をみとめ，その主成分はCaとPであるこ

とがわかった．

 （3）生化学的内分泌学的検討の結果

 上記のごとく，DBcAMPによると思われる結石

形成の原因を確めるため生化学的および内分泌学的検

討をした．cAMPは前述のごとく副甲状腺ホルモン

の他にも多くの物質のsecond messengerとされて

いる．そこで尿路結石の発生原因に多少なりとも関係

あると思われ，かつcAMPとも関係あると報告され

ている物質について，DBcAMP投与後の変化を調

べた．

 DBcAMP投ケ後の1時聞後の血清Ca値の変化
は，投与前9．5±0．3mg／dlから10．4±0．7 mg／dl（平

均±SD）と有意な上昇がみられ，いっぽう血清P値

の変化は4．4±0．6mg／dlから3．0±0．2 mg／dl（平均

±SD）と有意な低下がみられた（Fig．6）．血清Ca

の上昇は副甲状腺摘除ラットでも，6．o±o．6mg／d1か

        燐
  専     ｛n＝6）

DBcAMP 50mg i，p一

圏平・±SD

Fig． 6．
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Fig． 7． Change of serum calcium levels after
    DBcAMP in the rats with and without
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ら7．5±o・2mg／dl（平均±SD）とみられた（Fig、7）．

 尿中排泄物の経時的変．化を調べるには尿量が少ない

ため経日的変化で調べた．また実験経過中に，ラット

の体重増加がみられるため，クレアチニン比で検討し

た．Caの排泄量は，対照群では実験開始後50日目で

は20日目に比べて有意の低下をみたが（P＜O．Ol），

DBcAMP投与群（5 mg投与群3匹，・50 mg投与群

3匹計6匹）では上昇傾向にあった（Fig・8）．

 尿中cAMP排泄量は対照群では変化はなかった

が，DBcAMP投与群では，投与後20日目に比べ50日

目．には有意に上昇することがわ．かった（P＜O．05）

（Fig． 9）．

 腎組織内のcAMP濃度は対照群に比べ，腎皮質と

腎髄質の両方ともに著明な増加を認めた．さらに腎髄

質内のcAMP濃度は腎皮質内のcAMP濃度に比べ

2145

高かった（p＜0．Ol）（Table l）．

 DBcAMP投与による血清副甲状腺ホルモンの変化

の検討ほ7匹におこな？た．投与前の0．40±0．13ng／

mlから投与後1時斜月には0．83±0．52 ng／mlと増

加をみたが，有意差はなかった．

Table 1． Cyclic AMP concentration of the
renal cortex and medulla in the
normal rats and the rats with

dibutyryl cyclic AMP injection．

腎組織内cAMP量（n m。2／g）

ContrQl群 皮質
 ｛”＝6〕  髄質

DBcAMP群皮質
 〔・＝6）  髄質

 1．0± O．5

 0．9± O，5

131．0＝ヒ 49．1一一「

     P〈O．O1
308．0±181．5一一J

  ｛mean＋SD）

尿
中

cAMP

排
泄
量

〔響）

40

20

o

PくO．05

DBcAMP
投与群（n＝6｝

nS

譲

Control．群（n＝＝6）

閉平均±SD

ノルア「けル

アドレナリン

難
  腎

皮
質

Fig． 9．

20日目 50日目 投与後日数

血

液

Change of urinary cyclic AMP excretion

after DBcAMP administration

  ¢ontroi群  cyclic AMP

          投与群

Fig． 10． Change of adrenaline and noradrena－

     line levels after DBcAMP administra－
     tion

Table 2． Adrenaline and noradrenaline levels of renal parenchyma
     in the rats after dibutyryl cyclic AMP injection

§ アドレナリン

腎 皮 質 腎 髄 質 血 液

対照ラット（n・’6） 2．64±224※4．60±1．79

DBcAMP投与ラット（n＝6） 9．19±4．44  9．53±4．61

O．5 2±O．4 3

2．88土1．37

Pく0．01 P〈O．O 1 P〈O．O 1

X mean±SD ． ng／g

§ ノルアドレナリン

腎 皮 相 宿 髄 質 血 液

対照ラット（n・・6） 1742±25．1 114．8±58．5 0．45±O．12

DBcAMP投与ラット（n＝6） 188．5±46．0  85．3±40，1  2．04±1．88

ns ns ns

X mean±SD ． ngxff
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 アドレナリンとノルプドレナリンの変化をTable

2，Fig．10に示した。アドレナリンは腎皮質，腎髄

質，血液のいずれにおいても有意な増加がみられた、

（いずれもp＜o．Oi）ノルアドレナリンは血液で増加傾

向にあったが，腎組織内濃度には変化がなかった．

 1一α一25（OH）ビタミンDについては，対照ラット

（N・＝6）のビタミンD濃度は58．2 ±7．2 P9／m1で，

DBcAMP投与ラット（N＝6）の652±5．O P9／mlと

の問に有意差を認めなかった．

考 察

 尿路結石症の実験動物モデルをつくり，その発生機

序を調べようとする研究は数多い．Ca代謝に関係あ

るものとしては，．副甲状腺ホルモン4・5）やビタミン

D6・7＞を用いた実験がある．他に蔭酸塩投与7～9），サ

ルファ剤投与10），マグネシウム欠乏食投与11）による結

石のほか，感染性結石や尿酸結石の実験動物モデルが

作られている9）．また1984年の泌尿器科学会総会のシ

ンポジウムの主題にも取り上げられている12）．

 今回の研究は副甲状腺ホルモンのsecond messen・

gerであるcAMPにより尿路結石をラットに作った

ものである．この研究を始めるきっかけは，．先に述べ

たごとく臨床症例の中に，現在までにわかっている副

甲状腺の内分泌代謝では説明がつかない副甲状腺機

能，すなわち副甲状腺ホルモン値は正常だがcAMP

は異常に高いという症例がみられたためである．そこ

でcAMPを大量にラットに投与し，このような症例

に似た内分泌代謝と，できればさらに尿路結石をもつ

実験動物モデルを作り，その機序を解明できないもの

かと考えた．

 cAMPの代りに，その誘導体であるDBcAMPを

使用した理由は，DBcAMPのほうが細胞膜の透過性

が良く，生物学的活性が高いためである13）．DBcAMP

の作用がcAMPの作用と必ずしも一致しない点があ

るとの意見14）もあるが，大半の生物学的実験には

DBcAMPが用いられているようである． DBcAMP

の投与量を5mgまたは50 mg／100 9体重と決めた

理由は，大量に投与したかったことと，LD量の報告

が34．5～114 mg／lOO g体重15・16）であったことによ

る，また投与期間を50日間とした理由は，死亡例の剖

検結果や投与期間中の軟性X線の結果，30余日すぎか

ら結石形成が確認し始めたからである．

 DBcAMPをLDs・量に相当する50 mg／lOO g体

重投与したところ，最終まで投与しえたのは4割で，

その間にも種々の副作用がみられた．しかし，10例中

2例に肉眼的にあきらかな結石を，また3割に顕微鏡

的に腎石灰化をみとめた．これらを走査電顕ならびに

エネルギー分散型X線で観察したが，前老を用いて腎

結石の形成過程を調べた研究は江藤ら8，17）（1976）に

より詳細になされており，後者ではHienzschら18）

（1979）の研究がある．これらは蔭酸塩，グリオキシ

ル酸またはビタミンDの投与による結石形成を観察し

たものだが，今回同様，遠位尿細管を中心に結晶化を

みたと報告している，なおラットの腎結石の自然発生

症例は非常にまれとのことである19）．

 DBcAMPにより結石ができることがわかったが，

その化学的・内分泌学的機序を確かめるため，cAMP

に関係が深くかつ尿路結石にも関係があると思われる

物質，すなわち副甲状腺ホルモン，ビタミンD，アド

レナリン，ノルアドレナリン，CaおよびPのcAMP

o

o

o

ATP

町「＝：：ア饗
第1の代謝経路

第3の代謝経路

cAMP増加
U

尿中，血中

Calcium増加

Steroid Hormone

Catecholamine

Prostaglandin

Vitamin D etc

      尿路結石

Fig． 11． Suspected endocrinological mechanisms of the
    rats with urinary stones induced by DBcAMP
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投与前後の変化を調べた．その結果は副甲状腺ホルモ

ン投与後とまったく同じ反応で20・21）血清Caの上昇

と血清Pの低下が一過性に著明にみられ，尿中排泄量

はCa， Pともに漸増がみられた．またDBcAMP投

与後の腎組織内のcAMP濃度は皮質・髄質共に著増

がみられた．

 最後に，以上の結果をもとに，投与したDBcAMP

がいかなる経路で腎臓内へ取りこまれ，結石形成にか

かわっているかを考察する．考えられる3つの代謝経

路をFig．11に示した．第1の代謝経路は， DBcA－

MPが副甲状腺ホルモンの分泌を刺激し，副甲状腺機

能充進症と似た症状（尿路結石）を呈するもので，第

2は，投与したDBcAMPが直接腎臓内に取りこま

れ，副甲状腺機能充進症のように腎臓内のcAMPが

増え，結石形成に作用する経路で，第3は，DBcAMP

がステロイドホルモンやカテコールアミン，．あるいは

ビタミンDなどの濃度を高め，これらが直接結石形成

に関与する機序と，cAMPを介して作用する機序と

が考えられる．これらの中でもっとも考えやすい機序

は，今回の実験結果からみると，第2の機序である．

しかし，腎臓内にとりこまれたDBcAMPが結石形

成を生じる機序は，副甲状腺機能充進症の機序に類似

したものと考えられるが，それがいかなるものかは現

在のところあきらかでない．ただし，高Ca尿症が原

因のひとつかと考え，Ca剤を投与し正常ラットより

も約10倍もの高Ca尿症ラットをつくったが， 1匹

も結石形成はみられなかったことから，高Ca尿症

だけが結石の成因ではない．いっぽう副甲状腺ホルモ

ン投与による結石形成に際してはムコ多糖類の存在が

重要との報告5）があることから，われわれも検討中だ

が22），DBcAMP投与ラットでは副甲状腺ホルモン投

与ラットと同様にムコ多糖類が多いようで，さらに詳

細に調べたい．これらめ動物実験の結果を，冒頭に述

べた特異な副甲状腺機能を持つ尿路結石患者の内分泌

機能に当てはめてみると，副甲状腺ホルモンの分泌は

正常だが，腎尿細管細胞に存在する副甲状腺ホルモン

レセプターがなんらかの理由で異常に働き，cAMP

濃度が増え副甲状腺機能尤進症のように尿路結石がで

きるものではないかと考えたい．

ま と め

 1．副甲状腺ホルモンは正常値であるが，その

second messehgerであるcAMPが高値，という従

来までの知識では説明しがたい副甲状腺機能を持つ尿

路結石患者に遭遇した，そこで，このような内分泌代

謝と，でぎればさらに尿路結石症を持つ，実験動物モ
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デルを作り，その機序を解明しようとした．そこで雄

ラッFio匹にcAMPの誘導体であるDBcAMPを
50mg／loo 9体重，50日目連続投与した．

 2，その結果は副作用が強く，計画どおり投与でぎ

たのは4例のみであったが，途中の剖検例を含め肉眼

的にあきらかな結石形成は2例た，顕微鏡下で認めら

れる石灰沈着は3例にみられた．それを走査電顕・エ

ネルギー分散型X線元素分析装置を中心に観察したと

ころ，遠位尿細管に結晶化がみられた．結石の分析結

果は引引カルシウムとリン酸カルシウムとの混合結石

であった．

 3．生化学・内分泌学的な検討結果は次のようであ

った．DBcAMPにより著明な増加をみたものは腎皮

質および腎髄質内のcAMP濃度で，有意の増加をみ

たものは，経時的変化でみた血清Ca値と経日変化で

みた尿中CaおよびP排泄量，ならびに腎組織内ア

ドレナリンであった．また増加傾向にあるのは副甲状

腺ホルモンで，ビタミンD，腎組織内のノルアドレナ

リンは変化がなかった．

 4．以上から，この実験モデルの代謝機構は，投与

したDBcAMPが腎組織内にとりこまれ，なんらか

の機序で尿路結石を作るものと思われた．これを前述

の症例に当てはめると，腎尿細管細胞にある副甲状腺

ホルモン膜レセプターが，なんらかの機序で一時的に

せよ異常尤進をし，尿路結石を生じるものと推察され

た．ただし，これらの結石は必ずしも高Ca尿症や高

Ca血症のCa代謝異常だけによるものではない事実

として，正常ラットよりも約10倍もの高Ca尿症ラッ

トを作成しても結石はできなかった．この点について

は，ムコ多糖類を中心に今後さらに検討したい．

 稿を終えるにあたり，本研究の電顕観察を御許導いただい

た東京医科歯科大学難治疾患研究所水平敏知教授，当大学ラ

イフサイエンス研究所小宮久尚鼓師長，同東洋医学研究所勝

城忠久先生，ならびに御協力いただいた当教室岡村美穂嬢，

大野住嬢，伊東恭子嬢，宮崎靖子嬢に感謝いたします．

 本論文の要旨は第33回泌尿器科中部連合総会（浜松）のシ

ンポジウム「副甲状腺機能直進症の外科」，第71回日本泌尿

器科学総会（大阪），および72回同総会（徳島）のシンポジ

ウム「尿路結石発生機序に関して」において発表した．

 本研究は文部省科学研究費，一般研究C56570556の補助を

受けた．
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