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         FROM PATIENTS WITH UROLITHIASIS

Shao-mo TSAI 
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                (Director: Prof. H. Mitsuya)

   In this study, 17 kidney tissue specimens and 29 renal stones were obtained from patients with 

urolithiasis. Control kidney specimens were dissected from 7 individuals not suffering from urolithiasis. 

The tissue specimens were fixed with 1% cetylpiridinium chloride (CPC) in 10% formalin (for 24 hours 

at room temperature). Then the kidney tissue specimens were embedded in paraffin and stained with 

hematoxylin-eosin for general observation as well as histochemically for demonstration of complex 

carbohydrates. Also, stone specimens were embedded in epon and thin sections made by the mineral 

polishing specimen preparation, and stained along with the kidney tissues. For identifying individual 
acidic and neutral carbohydrates, the enzyme digestion was performed for some tissue sections prior to 
histochemical staining. 

   The stone-forming kidney tissues, normal kidney tissues and urinary stones (calcium oxalate, mixed, 

struvite) contained some glycosaminoglycans and neutral glycoproteins, but uric acid stones and cystine 
stones did not. 

   The results of digestion with enzymes indicated that calcium oxalate stone-forming kidney tissue 

contains heparitin (heparan) sulfate ;mixed stone-forming tissue contains sialic acid, hyaluronic acid, 

chondroitin sulfate A, B, C and heparitin (heparan) sulfate; struvite stone-forming tissue contains 

sialic acid, hyaluronic acid, chondroitin sulfate A, C and heparitin (heparan) sulfate; and cystine 
stone-forming tissue contains sialic acid, chondroitin sulfate A, C and heparitin (heparan) sulfate. 

   The stone organic matrix is classified into the amorphous and stratiform types. The amorphous 

type matrix contains chondroitin sulfate A, B, C and heparitin (heparan) sulfate, and the stratiform 

type matrix also contains sialic acid and hyaluronic acid. 

   The stone-forming kidney tissues, normal kidney tissues and stones (calcium oxalate, mixed, stru-

vite) contain an appreciable amount of a-D-glucose, a-D-mannose and Q-D-galactose, but the uric 

acid stones and cystine stones do not contain sugar residues. 
   Since the specific glycosaminoglycan composition differed for kidneys of different mineral content 

and stones of different morphological type, we believe that some glycosaminoglycans in kidneys and 

amorphous type matrix might play the role of a nucleating agent, and that a stratiform type matrix 

encourages stone enlargement.
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尿路結石症は泌尿器科 領域において一般的 な疾患で

あ り,そ の研究に関 して多 くの報告 がなされ てきた.

それ らは尿路結石症の疫学,成 因,診 断,治 療な どの

多岐にわた っているが成 因,治 療に関 しては いまだに

多 くの問題点が残 っている。

Randallは 結石形成 の初期 に お い て 腎乳頭 の粘膜

下問質 お よび尿細管内に石灰板が生 じ,こ の部 の粘膜

が破れ て石灰板が腎孟内に露 出し,こ れを核 として結

石が成長す ると推定 し1,2),Kochは,ラ ットに よる

実験 的結石形成 の研究 においてこれ らラッ ト尿中には

colloidalbodies(膠 質小体)と 名づけた 球体が 出現

しそれ を基 として結石が発生成長 する と報告 したの

その後Boyceは 尿中の有機成分お よび結石 中の有機

成分の化学的 および組 織化学的研究に よ り,結 石 中の

有機成分(matrix)が 結石発生の基 と考 えた4,5).以

後,30年 にわた り尿路結石のmatrixに 関 して多数 の

研究がな され,そ の構造 と化学 的組成について詳 細な

情報が もた らされた.

しか し,結 石中のmatrixを 形成 す る有機成分 の

複合糖質がその成因を なすのか,あ るいは成長促進 因

子 とな っているのか,ま た単なる結石形成中の付 着物

質 であるのかはいまだ なお不明である.結 石発生にお

けるmatrixの 役割を理解す るには,そ の結石内の

正確な分布や結晶成分 との関係を知 るこ とが肝要であ

り,ま た結石形成の場 である腎における複合糖質 の異

常 も指摘 されてい るがその詳細に関 してはや は り不 明

な部分が多 い.

従来,組 織化学的方 法に よる組織中の複合糖質 の光

顕的研究には トルイ ジン青,PAS染 色 などに よって

複合糖質 の存在を知 りその動 向を推察 していた.し か

し近年種 々の組織化学的研究方法の開拓進歩に ともな

い,組 織 中の複合糖質組成 を詳 し く同定す るこ とが可

能 とな ってきた.

今回,わ れわれは最新の組織化学的方法を用いて結

石形成 腎組織中 および結石 中の複合糖質の変化を追求

す るために実験 をお こな った.す なわち各結石成 分別

結石形成 腎組織 とその他の泌尿器科疾患における腎組

織,お よび摘 出結石を用いて,そ の複合糖質の存 在を

比較検討することに よって結 石成因 の一部を解明 しよ

うとした もの で あ り,得 られた結果の概要を報告す

る.

試料お よび固定

方 法

対象 は 名古 屋 大学 医 学 部 附 属 病 院 泌尿 器 科 を受 診 し

尿 路結 石 の診 断 に て人 院,手 術 を お こ な っ た患 者 で あ

り,試 料 は結 石 形 成 腎組 織17例,腎 結 石29例 で あ っ

た.な お結 石 形 成 腎 組 織 の対 照 と して各 種 泌尿 器 科 疾

患 の 手術 に よ って得 られ た 腎組 織 を用 い た.Table1,

2は 各 症 例 の年 齢,性,結 石 成 分,感 染(細 菌 尿,膿

尿)の 有 無 を示 す な お全 例 と も血 中 お よび 尿 中生 化

学 的 所 見(Ca,Mg,P,尿 酸),腎 機 能 な ど に 異 常 を

認 め な か った.採 取 さ れ た検 体 は た だ ち に1%cetyl-

pyridiniumchlorideを 含むio%ホ ル マ リ ン溶 液 に

よ り室 温 で24時 間 固 定 後 以下 の2方 法 に よ って標 本 を

作 製 した.す な わ ち,腎 組 織 に対 して は パ ラ フ ィン包

埋 後4μ の厚 さ の切 片 を作 製,結 石 に 対 して は,損

壊 を予 防 す るた め電 顕 標 本 に 準 じて エ ポ ン包埋 を お こ

な い,鉱 物 研 磨 標 本 作 製 に 準 じ て 薄 層 切 片 を作 製 し

た.な お 切 片 の 厚 さは 偏光 顕 微 鏡 を 用 い て 約30μ に

調 整 した.

実 験 方 法

1.ヘ マ トキ シ リンー エ オ ジ ン染 色(HEX染 色)

(腎 組 織 のみ 実 施)

Harrisの ヘ マ トキ シ リ ン液 を 用 いたHEX染 色に

よ り腎 組 織 の 全 体 巖 を 把握 す る と と もに,と くに 炎 症

の有 無,そ の 程 度 の 判 定 に 用 い た.

2.ア リザ リン赤(AL-S)染 色(結 石,腎 組 織 の

両 者 に 実 施)

Dahl(1952)6)の 方 法 に 従 った.

3.チ タ ン黄 染 色(結 石 のみ 実 施)

岡 本 ら(1944)7)の 方 法 に 従 った.

4.Per三 〇dicacid-Schiff(PAS)染 色(結 石,腎

組 織 の 両者 に 実 施)

McManus(1948)8)の 方 法 に 従 っ た.

5。 ア ル シア ン青(AB)染 色(結 石,腎 組 織 の両

者 に 実 施)

アル シア ン青 はImperialChemicalIndustry製

(Blackley,Manchester)8GXを 用 い た.な お 染

色 液 のpHは1.0(LevandSpicer,1964)9)とpH

2.5(Pearse,1968)1。 》の2種 類 を作 製 使 用 した.

染 色 法

ア ル シ ア ン青 法(pHi.0)

(1)切 片 を脱 パ ラ フ ィ ンし水 に 入 れ る.

(2)1.0%ア ル シ ア ン青8GX・0.1N塩 酸溶 液(pH

1.0)に て30分 染 色す る 。

(3)切 片 を濾 紙 で おお い 色 素 液 を 吸 い と る.

(4)100%エ タ ノール を2回 か え て 脱 水す る.

(5)100%エ タ ノー ル とキ シ ロール の 等 量 混 合液 に

入 れ る.



Tablei.結 石 形 成 腎

察:尿 路結石 ・組織化学

症例 年齢 性 成分 ノ病名 細菌尿 膿尿

1

2

3

4

5

6

50d'

98d'

61♀

33d'

61♂

43d'

Ca-Ox

Ca-Ox

Ca-0累

Ca-0翼

Ca-0累

Ca-0翼

十 十

十

十

十

十

十

Ca-Ox(Ca-P)

Ca-Ox(Ca-P)

Ca-Ox(Ca-P)

Ca-Ox(Ca-P)

Ca-Ox(Ca-P)

Ca-Oa,Ca-P(Struvite)

29

7

8

9

io

ii

12

609

49d'

33d'

51d'

949

39d'

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

13609

1497d'

isasg

1661♀

1722d'

Struvite(Ca-P)

Struvite(Ca-P)

Struvite(Ca-P)

Struvite

Cystine

十

十

十

十

十

18

19

zo

zi

zz

23

29

55d'

429

55d'

94d'

69♀

28d'

64d'

腎孟腫瘍

腎 腫 癖

腎 腫 瘍

腎 腫 瘍

腎 腫 瘍

腎 腫 瘍

腎孟腫癌

十

十

十

十

十

十

十

十

十

Table2.腎 結 石

症例 年齢 性 成分 細菌尿 膿尿
133d'

248d'

333d'

460♀

549d'

670♀

757♂

828d'

936d'

1043d'

1161♂

1238d'

1339d'

1451d'
　ヒぴコココ　 ロ　コ　コ　　　

1557♂

1660♀

1747d'

1844♀

1959$

2072♀

2139d'

zzsi$

2328$

2441d'

Ca-Ox

Ca-0叉

Ca-0冗

Ca-Ox

Ca-Ox

Ca-Ox

Ca-Ox

Ca-Ox

Ca-Ox

Ca-Ox

Ca-Ox

Ca-Ox,Uricacid

Ca-Ox,Ca-P

Ca-Ox,Ca-P

Ca-Ox,Ca-P,Struvite

Ca-P,Struvite

Ca-P,Struvite

Ca-P,Struwite

Ca-P,Struvite

Ca-P,Struvite

Ca-P,Struvita

Ca-P,Struvite

Ca-P,Struvite

Ca-P,Struvite

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

2539

2633

♀

♀

Struvita

Struvite

十

十
?

十

十

2720♀

2819d'

Cystine

Cystine 十

十

十

2958d' Uricacid

(6)キ シ ロー ル で透 徹 し封 入す る.

結 果:硫 酸 ム コ多 糖 だ け が 青 く着 色す る.

ア ル シア ン青 法(pH2.5)

(1>切 片 を脱 パ ラ フ ィ ンし水 に入 れ る。

(2)1.0%ア ル シ ア ン 青8GX-3%酢 酸 溶 液(pH

2.5)(新 調 し濾 過 した もの)に て30分 染 色 す る.

(3)流 水 で5分 洗 う.

(4)エ タ ノ ール列 で脱 水 した 後 キ シ ロー ルで 透 徹 し

封 入 す る.

結 果=弱 酸 性 硫 酸 ム コ多 糖,ビ ア ル ロ ン酸,シ アル

酸 糖 蛋 白は 青 く着色 す る.強 酸 性 ム コ多糖 は淡 青 色 に

着 色 す るか 染 ま らな い.

6.酵 素 消 化 法(結 石,腎 組 織 の 両者 に 実 施)

シ ア リダ ーゼ,放 線 菌 ピア ル ロニ ダー ゼ,睾 丸 ピア

ル ロ ニダ ーゼ,コ ン ドロイ チ ナ ー ゼABC,コ ン ド ロ

イチ ナ ーゼAC,ヘ パ リチ ナ ーゼ,ヘ パ リナ ーゼ,α 一

ア ミラー ゼ の8種 の 酵 素 を使 用 した.切 片 を脱 パ ラ フ

Tン し 水洗 後,酵 素処 理 し α一ア ミラ ーゼ 消 化 切 片 以

外 はAB染 色 を お こ ない,α 一ア ミラ ーゼ処 理 切 片 に

はPAS染 色 を お こな った.

酵 素 消化 法 は 次 の とお りで あ る.

① シ ア リ ダ ー ゼ(BoehringerG・nbH,West

Germany)

AB(pH2.5)染 色 前 に 〔1mg/ml.0.1Macetate

buffer(pH5.3),0.04MCaClz含 有,40。C,12時

間 〕 で処 理 す る(Spiceretal,1967)l--

② 放 線 菌 ピアルR=ダ ーゼ(生 化 学 工 業)

AB(pH2.5)染 色 前 に 〔100TRU/ml,O.1Mphos-

phatebuffer(pH5.0),40℃,3時 間 〕 で処 理 す る

(Yamada,1973)1z',

③ 睾丸 ピア ル ロニ ダ ーゼ(BoehringerGmbH,

WestGermany)

AB(pH1.0)ま た はAB(pH2.5)染 色 前 に 〔0・5

x-1 .Omg/ml,0.1Mphosphatebuffer(pH5.5),

37℃,3時 間 〕 で処 理 す る(LeppiandStoward,

1965)13).

④ コ ン ド ロイ チ ナー ゼABC(生 化 学 工 業)

AB(pH1.0)ま た はAB(pH2.5)染 色 前 に 〔1.25

U/ml,0.1MTris-HCIbuffer(pH8.0),37°C,2

時 間 〕 で処 理 す る(Ya・nada,1972,1974)14・15).

⑤ コ ン ドロイ チ ナ ーゼAC(生 化 学 工 業)

AB(pHi.0)ま た はAB(pH2.5)染 色 前 に 〔1.25

U/ml,0.1MTris-HCLbuffer(pH7.3),3'7°C,

2時 間〕 で処 理 す る(Yamada,1972,1974)14,15).

⑥ ヘ パ リチ ナ ーゼ(生 化 学工 業)

AB(pH2.5)染 色 前 に 〔20u/ml,o.1Mphos一
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phatebuffer(pH6.8),37。C,2時 間〕 で処 理 す

る.

⑦ ヘ パ リナ ー ゼ(生 化 学 工 業)

AB(pH2.5)染 色 前 に 〔20U/ml,0.1Mphos-

phatebuffer(pH6.8),37℃,2時 間〕 で処 理 す

る.

⑧a一 ア ミラー ゼ(丸 石 製 薬)

PAS染 色前 に 〔i%麦 芽 ジ ア ス タ ー ゼ 水 溶 液,

37℃,1時 間〕 で 処 理 す る(LilleandFullmer,

1976)is>.

なお,酵 素 消 化法 で は常 に2種 類 の 対照(無 処 理 の

切 片,酵 素 の 溶 媒 で処 理 した 切 片)を 作 り比 較検 討 し

た.ま た 結 石 標 本に つ い ては 作 製 切 片 の枚 数 が制 限 さ

れ る ため1枚 の標 本 を2分 割 し片 側 を 対 照 と して用 い

た.

7糖 残 基 同 定 法(結 石,腎 組 織 の両 者 に 実施)

1)ConcanavalinA-peroxidase-diaminobenzi-

dinc(ConA-PO-DAB)法

Yamadaら(1976)ヨ7)の 方 法 に 従 った.

結果:複 合 糖 質 の α一D-mannoseお よ び α一D-

glucose残 基 は 褐 色 に 着色 す る.

Q)Peroxidase-labelledRicinusCommunisag-

glutinin-1-diaminobenzidine(PO-RCA-1-DAB)法

Yamadaら(1977)18)の 方 法 に 従 った.

結 果 ・複 合 糖質 の β一D-galactose残 基 は 褐色 に 着

色 す る.

以 上 のLectin(LT)-PO-DAB反 応 に お い て,

ConA-PO-DAB反 応 で は,PO-DAB反 応 とDAB

反 応 の2種 を,PO-RCA-1-DAB反 応 で はDAB反

応 の み を,対 照 染 色 と して 実 施 した,

実 験 結 果

染色結果は,結 石形成 腎お よび結石 とに分 けて検討

した.結 石形成腎は結 石成 分に よ りシ ュウ酸カルシウ

ム群(以 下 シュウ酸群),シ ュウ酸 カル シウム,リ ン

酸 カルシウム,リ ン酸ア ンモ ニウムマ グネシ ウムのい

ずれか の 混合 群(以 下混合群),リ ン酸 ア ソモニウム

マ グネ シ ウ ム群(以 下struvite群),驚 スチ ン群

(Cys群),尿 酸群(UA群)に 分けそ れぞれ糸球体,

尿細管,間 質 の各部別に対照群 と比較検討 し,染 色強

度を(3+)～(+),(±),(一)に 分けTable3,4

に まとめた.ま た,結 石標本 も同様に成 分別に分 け観

察を加えた.

(1)結 石形成腎

i,HEX染 色:対 照 群 よ り得 られ た組織像は軽度

の尿細管間質の増 生を認 めるのみ であ り,結 石各群は

各症例 とも程 度の差 はあるが,糸 球体 の減少や尿細管

間質の増生な ど炎症性 変化 を認 めた.

2.AL-S染 色=対 照 群,結 石 各群 とも染色性は弱

か ったが,結 石 各群 で問質 申の石灰 沈着 が多 く認め ら

れた(Table3).

3.PAS染 色=対 照 群,結 石 各群に有意 の差 はな

く,糸 球体基 底膜,尿 細管基底膜 が中等度 の強 さに染

色 され ているが他の部位の染色性は低い(Table3).

Table3。 結石形成腎組 織の染色 お よび消化結果

Method C8-0翼 跨i翼edStruvitaCystineControユ

(d)Stain・

ee(Pxi.o)

AB(pH2.5)

PAS

dLS

(B)Digestion・

シ ア リダ ー ゼ

放 線 菌 ピ ア ル ロ ニg一 ゼ

攣 丸 ビ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ

コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼABC

コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼAC

ヘ パ リチ ナ ー ゼ

ヘ パ リナ ー ゼ

α一ア ミ ラ ー ゼ

(C)Lectin・

ConA-PO-DAB

PO-RCA-1-DAB

2+

3+

2*

十

十

t

3+

3+

2+

3+

2+

十

十

十

十

十

十

十

±

z+

3+

2+

3+

2+

十

十

十

十

十

十

zi

3+

十

3+

2+

十

十

十

十

3+

3+

十

十

2+

十

十

十

十

十

十

o(+)～(3+)は 染色 強度 を示す..o(+)は 有 消化 、(一)は 無消 化 を示 す.
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4.AB染 色 対照群 お よび 結石各群をAB(pH

1.0,2.5)に て染色 した結果をTable3(A),Fig・1,

2に 示す.Fig.1a,bに 示す ごと くAB(pHi.o)

染色に よる と対照群ではお もに間質が軽度に染色 され

てい る.こ れに対 し結石各群でも同様に間質が染 まっ

てい るが対照群に比ぺてやや染色性が強い.結 石 の成

分別でのAB(pHI.0)の 染色性には差はなか った.

AB(pH2.5)染 色 に よると,Fig.2a,bに 示 す ご

とく対照群 では,糸 球体,尿 細管,間 質の各部位が中

等度に染色 されてお りと くに間質での反応 が強い.結

石 各群 ではいずれの群 も尿細管,間 質 とも対照群 よ り

強 く反応 してお り,こ の場合 も間質の染色性が強 い.

以上 よ り結 石形成 腎におけ る複合糖質 の変化は尿細

管 および間質が主体 と考え られたので,以 後はお もに

これ らについて検討を加えた.

5.酵 素消化法:AB(pH1.0)お よびAB(pH

2。5)染色 の前に7種 類 の酵 素を 用 い て 消化を お こな

い,PAS染 色 の前には α一ア ミラーゼに よる消化をお

こな った。Table3(B)は 各酵素消化実験 の結果 を結

石各群 すなわち シュウ酸群,混 合 群,struvite群,

Cys群,な らびに対照 群別 にま どめた もの で あ り,

消化に よる結果 は糸球体,尿 細管,間 質にわけ て検討

し,間 質の結果 をTable3に ま とめた.

シア リダーゼ消化実験 の結果は混合群 お よびstru-

vite群 で中等度 ない し高度に消化 され,糸 球体,尿

細管,間 質 の染色性に差は認め られない.

放線菌 ピアル ロニ ダーゼ消化実験の結果 においても

混合群,struvite群 では 中等度 に消化 され,尿 細管

及 び間質が お もに変化す る.こ れに対 して対照 群では

ほ とんど消化効果がみ られなか った.

睾丸 ピアル ロー ダーゼ 消化実験 の 結果 は,結 石各

群,対 照群 のほぼ全群において,尿 細管お よび間質を

中心に強 く消化 され てい る.Fig.3a,bは 混合群に

おける所見 を示 した ものであ りよく消化 されている.

コン ド ロイ チナーゼABC消 化実験の結果は,混

合群の一部 と対照群 では軽度に消化 されてお り,混 合

群では尿細管 お よび間質が,対 照群では糸球体,尿 細

管,間 質が消化され ている.Fig.4a,bは 対照群に

おけ る消化効果 を示 した ものであ る.

コン ドロイチナーゼAC消 化実験 の結果 は,シ ュ

ウ酸群,混 合群,対 照群 の一部 およびstruvite群 に

おいて軽度に消化 され ている.

ヘパ リチナーゼ消化実験の結果 は,結 石 各群,対 照

群で糸球体,尿 細管,間 質各部位 で軽度か ら中等度に

消化効果がみ られ るが,消 化 の程度は結石各群 のほ う

が強 い.

ヘパ リナーゼ消化実験 の結果は,ヘ パ リチナーゼ消

化の結果 と同様に各部位 とも結石各群,対 照群で軽度

か ら中等度 に消化 されて い るが,struvite群 お よび

対照群での消化が高度 である.

α一ア ミラーゼ消化 のPAS染 色に対す る結果は,結
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Table4.結 石成分別の染色お よび消化結果

Ca-0翼 円i翼edStruvite

35

Method

(A)Stain・

AB(pH1.0)

AB(pB2.5)

PAS

ALS

titan-yellov

(B)Digestion・ ・

シ ア リダ ー ゼ

放 線 菌 ピア ル ロ ニ ダ ー ゼ

塞 丸 ピア ル ロ ニ ダー ゼ

コ ン ド ロイ チ ナ ー ゼABC

コ ン ド ロイ チ ナ ー ゼAC

ヘ パ リチ ナ ー ゼ

ヘ パ リナ ー ゼ

α一ア ミ ラ ー ゼ

(C)Lectin`

ConA-PO-DAB

PO-RCA-1-DAB

十

3+

z.

z・

十

十

十

十

十

十

十

3+

z.

2+

十 〇1'一

十

十

十

十

十

十

十

十

3+

2f

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

o(+)～(3+)は 染 色 強 度 を 示 す.■o(+)は 有 消 化 、

(一)は 無 消 化 を示 す 。

石 各 群,対 照 群 と もほ とん どが 消 化 され て いな い.

6.糖 残 基 同定 法:組 織 中 の 複 合糖 質 の糖 残 基 を 同

定 す る 目的 でLectin(ConA,RCA-1)-PO-DAB

反応 を 実 施 した.

Table3(C)は 糖 残基 に 対す るConA-PO-DAB

反 応 お よびPO-RCA-1-DAB反 応 の結 果 を 示 した も

の で あ る.ConA-PO-DAB反 応 では,結 石 各 群 に

おい て 糸 球体,尿 細 管,間 質 各 部 位 で対 照 群に 比 して

反 応 が 強 度 で あ った.F三g.5Q・bは シ ュ ウ酸 群 と対

照 群 の 反 応結 果 を比 較 した もの で あ るが シ ュウ酸 群 で

の反 応 が よ り強 度 で あ る.PO-RCA-1-DAB反 応 に

つい て も結 石 各群 と対 照 群 を 比 較す る と間 質 に お いて

は 結 石 各 群 のほ うが 反 応 が 強 い が,糸 球 体,尿 細 管 の

反 応 に 差 は なか った 。Fig.6a,bは 混 合 群 と対 照 群

の結 果 を示 した も の であ り,混 合群 では 間 質 に 反 応 が

強 い が対 照 群 では 尿 細 管,間 質 と も同程 度 の反 応 を 示

した.

② 結 石

1.AL-S染 色1カ ル シ ウ ム含有 結 石 に 対 して 実 施

した.シ ュ ウ酸群 では 結 晶 に 一致 して淡 く赤 色 に 染 ま

り,混 合 群 で は 層状 に 濃 赤 色 に 染 ま った(Tablc4).

2.チ タ ン黄 染色:マ グ ネ シ ウ ム含有 結 石 に 対 し実

施 した.混 合 群,struvite群 と もに 層 状 に 黄 機 色 に

染 色 され た(Table4).

3.PAS染 色 シ ュ ウ酸 群,混 合 群,struvite群

で 陽 性 反 応 を示 しCys群,UA群 で は反 応 が 陰 性 で

あ った,前3群 を 比 較 す る と シ3ウ 酸群 の方 が 混 合

群,struvite群 よ り反 応 が 弱 か った.染 色 の 状 態 で

は シ ュ ウ酸 群 で は お もに 中 心 部 周 辺 に不 定 形(amor-

phous)に,混 合 群,struvite群 で は結 石 全 体 が 中 心

核 を中 心 とす る層 状(stratiform)(同 心 円状)に 染

ま っ てい る(Table4)(Fig.7,8,9).

4,AB染 色(pHl.0,2.5)

PAS染 色 と同様 に これ ら両 染 色 に よ りシ ュ ウ酸 群,

混合 群,struvite群 に のみ 染 色性 が 認 め られ た が 各

群 の染 色 強 度 に は差 は認 め られ な か った(Table4).

染 色 の 分 布 は,シ ュ ウ酸 群 は 中 心 部 付 近 に 不 定 形

(amorphous)に,混 合 群,struvite群 で は 層 状

(stratiform)に 染 ま っ て い る.(Fig.10,11,12)

AB染 色 とAL-Sあ る い は チ タ ン黄 染 色 と の2重 染

色 を お こ な うと シ ュ ウ酸群 では カル シ ウム結 晶 の間 隙

に 複合 糖 質が 存 在,混 合 群,struvite群 で は 層 状 に

存 在す る複 合 糖 質 の 間に カ ル シ ウ ムあ る い は マ グ ネ シ

ウ ムが 分布 し てい る こ とが わ か る(Fig.13,14,15),

5.酵 素消 化 法

AB,PAS染 色 で 染 色 性 を示 した シ ュ ウ酸 群,混 合

群,struvite群 に 対 し8種 の 酵 素 に よる 消 化実 験 を

実 施 し,そ の結 果 をTablc4(B)に ま とめ た.

まず シ ア リダー ゼ 消化 の 結果 は 混 合 群,struvite

群 では 中 等度 か ら高 度 に 消 化 され,シ ュ ウ酸 群 で は ほ

とん ど消 化 効果 が なか った.F三g.16a,bは 混合 群 に

おけ る消 化 効果 を示 した もの で あ る.

睾 丸 ピア ル ロ ニダ ー ゼ消 化 実験 の結 果 は,シ ュ ウ酸

群,混 合 群,struvite群 の3群 と も 中 等 度 な い し高

度 に 消 化 され て い る。Fig.17a,bは シ ュ ウ酸 群に お

け る消 化 効果 を示 した も の であ る.

放 線 菌 ピ アル ロ ニ ダー ゼ 消 化 実 験 の 結 果 は,混 合

群,struvite群 に お い て 軽 度 か ら 中 等 度 の 消 化 効果

がみ られ る.

コ ン ド ロイチ ナ ー ゼABC,AC消 化 実 験 の 結 果 は,

シ ュ ウ 酸群,混 合 群,struvite群 で いず れ も中 等 度

に 消 化 され て い る.

ヘ パ リチ ナ ーゼ,ヘ パ リナ ーゼ 消 化実 験 の結 果 は,

シ ュ ウ酸 群 では ヘ パ リチ ナー ゼ のみ に よ り,混 合 群,

struvite群 で は ヘ パ リチ ナ ーゼ,ヘ パ リナ ーゼ の両

者 に よ って 消 化 され て い る.

α一ア ミラ ーゼ 消化 前 後 のPAS染 色 の結 果 は3群 の

いず れ に お い て もほ とん ど消 化 効果 は な い.

6.糖 残 基 同 定 法

結 石 中 の複 合 糖 質 の 糖残 基 を 同 定 す る 目的 でLe-

ctin(ConA,RCA-1)-PO-DAB反 応 を実 施 し,結

果 をTable4(C)に ま と め た.Fig.18,19,20,21
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は糖 残基 に 対 す るConA-PO-DAB反 応 お よびPO-

RCA-1-DAB反 応 の結 果 を 示 した も ので あ る.両 反

応 と もAB,PAS染 色 の結 果 と似 て シ ュ ウ酸 群 では

結 石 内 層 部 に 不 定 形(amorphous)に,混 合 群,

struvite群 で は 結 石 全 体 に わ た っ て 層 状(strati國

form)に 褐 色 に 反 応 して い る.

考 察

尿 路 結石 と複 合 糖 質 と の 関 係 に つ いて は,1684年

Heydeが 結 石 か ら結 晶成 分 を と り除 いて 残 った物 質

を"framework"と 名づ け,こ れ が有 機 物 質 で あ るこ

とを示 した 報 告 や19)Epstein(1884)が 尿 中 に有 機 物

質が 含 まれ て い る こ とを発 見 した こ とな どか らzoo同物

質 が 尿 路 結 石 の成 因に なん らか の役 割 を は た して い る

と推 定 され て きた.

一 般 に 結石 中 の有 機 物 質 は総 結 石 重 量 の2～3%を

占め る こ とが知 ら れ て お り21-24),当 初,こ の物 質 の

機 能 的 役 割 は結 石 成 長 に お け る初 期 の構築 成 分25・26)あ

るい は結 晶に 一 致 した再 凝 固に 必 要 な二 次 的 成 分 と考

え られ たz').Boyceは 腎 結石 の光 顕 的 研究2128,29)に

お い てmatrixに は,2つ の型 一 ①amorphousinter-

fibrillarmaterialと ②af三brillarformが 存 在 す

る こ とを報 告 し,こ れ らmatrixと 結 晶 成 分 との 関

係 に つ い て,結 晶成 分 はfibrilに 沿 ってamorphous

material内 に 局 在 して い るの で 結 石 形 成 に お い て結

晶沈 着 がmatrixの 発 生 に ひ きつづ い て生 ず る こ とを

示 唆 した28).

Spectorら は,matrixを 結 石成 分 別(シ ュウ酸 ヵ

ル シ ウ ム,尿 酸,リ ン酸 カル シ ウ ム ー リン酸 ア ンモ ニ

ゥ ムマ グネ シ ウム)に そ の ア ミ ノ酸 組 成 を 測 定 した

が,そ れ に よる とasparticacidとglutamicacid

が シ ュ ウ酸 カ ル シ ウ ム結 石 では そ の50%を 占め,尿 酸

結 石 では65%を,リ ン酸 カ ル シ ウ ム ・リ ン酸 ア ンモ ニ

ウ ムマ グネ シ ウ ム混合 結 石 で は30%を 占め てお り,さ

らに20%をglycineが 占め てい た.こ の 結 果,結 石

の成 分 に よ っ てmatr三xの ア ミノ酸組 成 に 差 が あ る

事 か らmatrixは 核 形 成 因子(nucleatingagent)

の機 能 を も って い る と推 定 され た3の.

結 石 形成 に お い て尿 の 役割 も重 要 な因 子 の ひ とつ で

あ る.結 石 患 者 の尿 中 ム コ多糖 に つ い て は 多 くの研 究

が あ る が,Keutelら は免 疫 学 的 方 法 に よ って尿 中 ム

コ多 糖 を 検 索 し,尿 中 に は 特 異 な ム コ多 糖uro-

mucoidが 存 在 し て い て,こ れ は 正 常 尿,結 石 尿,

stoncmatrix内 で 同 じ よ うな 免 疫 反 応 を 示 し腎組 織

が そ の 源 で あ る と述 べ て い る3U.

最 近 では 馬場 らが二 次 元 電 気 泳 動法 に よ りカ ル シ ウ

ム結石患者 およびstruvite患 者 の尿中 の酸性 ムコ多

糖(glycosaminoglycan:GAG)の 組 成を 健康成人

を対照 として検索 した 結果,struvite患 者 で は尿中

酸性 ムコ多糖排泄量が有意に増加 してお り,カ ルシ ウ

ム結石患者 では有意差を認め な か ったがGAG組 成

において コン ドロイチ ン硫酸が対照群 と比べ て有意に

少 く,ケ ラタ ン硫酸は逆に有意に高い値を示す と報告

した32).

Foyeら は正常お よび結石患者 の尿中 よ りムコ多糖

を分離 し,結 石患者 では正常 よ りその硫 酸化の程 度が

高い と指摘,ま た結石患者か らの硫 酸性 ムコ多糖 は不

溶性の カル シウム塩 を形成す るのに対 し正常人 ではカ

ルシウムはイオ ンとして可溶性を呈す ことか ら硫酸性

ムコ多糖 の存在 がカルシ ウム結石患者にお ける重要な

因子である と報告 した33).

以上のごと く,結 石患者におい ての結石中お よび尿

中のム コ多糖 の異常が指摘 されたが,さ らに これ らの

異常は腎組織 の異常に基づ く可能性が高 く結石形成 の

場 であ る腎における ムコ多糖 の変 化が問題 となる.

結石形成腎組織における複 合糖 質に関す る研究は,

Bakerら34),Sulkinら35),Keutelら36),Malek

ら37),Khanら38),Varalakshmiら39)な どに よって

お こなわれた。

Bakerら%d正 常腎,ラ ・・トに よ る 実験的結石形成

腎お よび ヒ ト結石形成腎におけ るムコ多糖の変化を組

織化学的に追求 して,実 験的結石形 成腎,ヒ ト結石形

成 腎 ともに正常に比 し尿細管にび まん性に ムコ多糖が

増加 していることか ら,腎 結 石は尿細管疾患 であって

尿細管 ム コ多糖異常が そ の 原因で あ る と結論 してい

る34).

またSulkinら は腎孟,尿 管,膀 胱上皮中 の複合糖

質を結石,非 結 石患者 につい て比 較 し前者 ではPAS

陽性糖蛋 白が含 まれるが,後 者 では これを欠いている

ことか ら糖蛋 白が尿路 上皮 よ り分泌 され結石の保 全が

保たれている ことを指摘 した35).

Malekら は 腎生検 に よって得 ら れた腎組 織を用 い

てAL-S染 色 をおこない 腎組織中の カル シウム沈着

を調べたが,結 石患者 では カル シウム沈着が多 く認め

られ るが非結石患者 で もその1/3に カルシ ウム沈着が

認め られ るこ とを報告 した37).

以上のごと く腎組織内でのム コ多糖 の異常が結石形

成に おいてなん らかの役割を果 してい ることが示唆 さ

れ てきた.そ こで著者 もなん らかの原因に よ り腎組 織

中 の複合糖質に変化を生 じ,結 石発生への病 態が進 行

し,最 終的に結石 となると考え,腎 組 織中 とくに尿細

管 および間質,さ らに結石中に存 在す る複合糖 質の組
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織 化学 的 同定 を 試み た.

まず結 石 形 成 腎 組 織 に つ い てAレS染 色 に よ る カ

ル シ ウム沈 着 の 証 明 は結 石 各 群 で 多 く認め ちれ た が,

対 照 群 で も認 め られMalekら の結 果 と同様,こ の所

見 は結 石 患 老 に 特 異 的 な もの であ る可 能性 は低 い.

PAS染 色 お よ び ア ミラー ゼ 消 化 試 験 で,結 石 各

群,対 照 群 に お いて 染 色性 に 差 は な く糸 球体 基 底 膜,

尿 細 管基 底膜 な ど のPAS陽 性 物 質 は ア ミラー ゼ で消

化 され な い.す なわ ち 両基 底 膜 に は 糖 蛋 白が 含 まれ て

い る こ とを示 した.こ の 結 果 は 前 述 のSulkinら の

尿 路 上 皮に お け る結 果 とは相 異 して お り,腎 実 質に お

い てはPAS陽 性 物 質 の 変 化 を認 め なか った.

AB染 色 では,対 照 と した 腎組 織 に お い て 間 質 の結

合織 がAB(pHI.0)で 軽 度 に,糸 球 体,尿 細管,間

質はAB(pH2.5)で 中 等 度 に 染 色 さ れ,ま た結 石

各群 で もAB(pHl.0)で 間 質 が,AB(pH2.5)で

糸 球 体,尿 細 管,間 質 が 染 色 され たが,そ の 反応 の強

さは 対 照 群 に お け る 染 色性 と 比 ぺ る と 有 意 に増 加 し

て い た.以 上 の 観 察 結 果 とAB(pHI.0)(Lev

andSp三cer)9),AB(pH2.5)(Spicer,Hornand

Leppi)11)の 染色 選 択 性 よ り,正 常 腎組 織 お よび結 石

形 成 腎組 織,お もに 尿 細 管,間 質に は,酸 性 ム コ多糖

類 が存 在す る こ とを 示 した.

シ ァ リダー ゼ消 化 試 験(SpicerandWarren)ao)に

よれ ば 結 石 群 の うち 混 合 群,struvite群,シ ス チ ン

群 で シア ル酸 の存 在 が 認 め られ,他 の群 で は 認め られ

なか った.

放 線 菌 ピ アル ロ ニ ダ ー ゼ 消 化 試験(Yamadaand

Hirano)41)に よれ ば 混 合 群,struvite群 で ピア ル ロ

ン酸 の存 在 が 示 され た 。

睾 丸 ピア ル ロニ ダ ー ゼ 消 化 試験 の 結 果 は,Weis-

mannら49)の 睾 丸 ピア ル ロー ダ ーゼ の基 質特 異 性 に よ

37

りそ の 組 織 中 に コ ン ドロイ チ ン硫 酸A,Cお よ び ピ

アル ロ ン酸 の存 在 の有 無 を 示 す こ とに な る.ゆ え に コ

ン ドロイ チ ナ ー ゼAC,コ ン ドロイ チ ナ ー ゼABC消

化 試験 の結 果 と総 合 し て検 討 す る と,混 合 群 で コ ン ド

ロイ チ ン硫 酸A,B,Cが,struvite群,Cys群 で コ

ン ドロイ チ ン硫 酸A,Cが,対 照 群 で コ ン ドロイチ ン

硫 酸A,B,Cが 存 在す る こ とに な る.

ヘ パ リチ ナ ー ゼ,ヘ パ リナ ーゼ 消 化試 験 に よれ ば 結

石 各 群,対 照 群 の両 群 に ヘ パ リチ ン硫 酸 の存 在 を 示 し

た,

以 上 の結 果 を ま とめ る とTable5の ご と くな る.

す な わ ち,結 石 形 成 腎 に お け る複 合糖 質 の お もな 組 成

は シsウ 酸群 で は,ヘ パ リチ ン硫 酸,混 合 群 では シ ア

ル 酸,ピ ア ル ロ ン酸,コ ン ドロイ チ ン硫 酸A,B,C,

ヘ パ リチ ン 硫 酸,struvite群 で は シア ル酸,ピ アル

ロ ン酸 コ ン ドロイ チ ン硫 酸A,C,ヘ パ リチ ン硫 酸,

Cys群 で は シ ア ル酸,コ ン ドロイ チ ン硫 酸A,C,ヘ

パ リチ ン硫 酸,対 照 群 は コ ン ドロイ チ ン硫 酸A,B,

c,ヘ パ リチ ン硫 酸 とな る.

また 腎 組織 中 の複 合 糖 質 の 糖 残 基 に つ い てはLec-

tin(ConA,RCA-1)の 結 合性 よ り,α 一D-mannose,

α一D-nlucose,β 一D-ga;actoseの 存 在 が 示 され た が,

対 照 腎 に 比 し結 石 形 成 腎 で は そ の増 加が 認 め られ た.

複 合 糖 質 は ム コ多 糖,糖 蛋 白,糖 脂質 の総 称 であ り

生 体 の 諸構 造 に 広 く分 布 して お り,腎 組 織 中 に も複 合

糖 質 が存 在す る こ とが 知 られ て い る.

腎 組 織 に お け る 複 合糖 質 に 関 して は,村 田43),綿

鍋44,45),井 上46)が ヒ ト正 常 腎 に お い て ム コ多糖 の組 成

を 同 定 して い る.

村 田 は 剖検 時 に 得 られ た ヒ ト腎 を そ の周 囲 結 合 組 織

よ り分離 し,腎 組 織 中 の ム コ多糖 を セ ル ロー ス ーアセ

テ ー ト膜電 気 泳 動 法 に て測 定 した結 果,ヒ ト腎 組 織 で

Table5.結 石形成腎中の複合糖 質組成

複 合 糖 質 Ca-0ス MixedStruviteCystineContro1閥orロal冨

シ ア ル 酸

ピ ア ル ロ ン 酸

コ ン ド ロ イ チ イ ン 硯 酸A

コ ン ド ロ イ チ イ ン 硫 酸B

コ ン ド ロ イ チ イ ン 硫 酸C

ヘ パ リチ ン 硫 酸

グ リ コ ー ゲ ン

a-D一｠annose

a-D-glucose

β一D-galactose

十

3+

3+

3+

十

十

十

十

十

十

24

2+

3*

十

十

十

十

十

z+

z≪

3+

十

十

十

十

3+

3+

3+

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

注)(+)(一)は その複 合糖 質 の存 在 の有無 を示す 。

糖 残 基 の(+)～(3+)は 反応 強度 を示す

(◎ 村 田 に よ る正 常 腎輔 ⊃)
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はヘパ リチ ン硫酸(HS),ピ アル ロン酸(HA),コ ン

ドロイチ ン硫 酸Bが お もに存在 しこれ に少量 の コン

ドロイチ ン硫 酸A,コ ン ドロイチ ン硫酸C,低 硫 酸 コ

ンドロイチ ン硫 酸などが存在す ると報告 した43).ま た

綿鍋 も剖検な どより得 られた ヒト腎を0.5%CPClO

倍中性ホルマ リンで48時 間固定後,7μ 連続 パラフ ィ

ン切片 とした もの をHEX,AZAN染 色各種 ム コ多

糖分解酵素(放 線菌 ピアル ロニダーゼ,コ ン ドロイチ

ナーゼABC,睾 丸 ピアル ローダーゼ)処 理 を併用 し

たpH4.1ToluidineblueInetachromasia法 を実

施 し,消 去法に よって組織中のム コ多糖の分布状態 を

検索 し村 田と同様 の結果を報告 している44).

今回,わ れわれが対照 とした腎組織 は泌尿器科 手術

で摘 出した腎の病変部以外の組織学的に正常 と思わ れ

た部分 であ るが,組 織化学的には ピアル ロン酸を欠い

ていて村 田らの報告 とは相異 した.こ れは村田 らが剖

検時 の死体腎を用いたのに対 しわれわれは腎摘に よる

阻血 腎を用いたための違 いが影響 して い る と 思われ

る.

実験的結石形成腎に おいて腎組織中のム コ多糖が増

加す ることは前述 したが,Varalakshmiら は 同様の

研究に おいて ムコ多糖 の変化は コン ドロイチン硫酸B

の減少 とヘパ リチン硫 酸の増加 で あ る と報告 してい

る39).今 回のわれわれ の結石各群での結果 もこれ と同

様の傾 向を示 した.

しか し結石形成腎におけるこれ らの複合糖 質の変化

は結石 の存在に よる炎 症等 の結果であ って,単 なる非

特異的な変化 であ るとの意見 もあ る.渡 辺 は炎症にお

ける結 合組織 の動態を基 質に おけ るムコ多糖 の変化 を

中心に組織化学的に観察 し,そ の変化はお もに ピアル

ロン酸,コ ン ドロイチ ン硫 酸B,コ ンドロイチ ン硫酸

AIC比 の増加であることを指摘 した47).ま た,腎 の

炎症においても ピアル ロン酸,コ ン ド ロイ チ ン硫酸

AIC比 が増加す る と報告 され ている45).さ らに糖 蛋

白である シアル酸 も急性期反応物質 と考え られ尿路感

染症において血中 シアル酸が増加す ることが指摘 され

てい る4b).今 回のわれわれ の結果 では 混合群,Stru-

vite群 で シアル酸の 出現 と ピアル ロン酸の増加 を認

め,こ れ らの結石群 での結 石形成助長因 」二としての感

染の存 在を考 えるとこれ らの報告 と相容れ る.ま たヘ

パ リチ ン硫酸が結石各群で一様に増加 してい るのは結

石に よる機械的刺激 のための反応性変化 とも考え られ

る.し か しシュウ酸群 での ピアル ロン酸 の消失や コン

ドロイ チン硫 酸A,B,Cの 消失,Struvite群 での コ

ン ドロイチ ン硫 酸Bの 消失,シ スチ ン群での シアル

酸の出現 とピアル ロン酸 と コン ドロイチ ン硫 酸Bの

消失は各結石成 分に特異的 な変化 と考xら れ る.

以上,結 石 腎組織に おいてそ の酸性 ム コ多糖 の組成

に変化を認め結石 の成因 との密接 な関係が示唆 された

が,結 石形成 におけるmatrixの 役割 を理解 す るた

めには結 石自体に おける酸性 ム コ多糖 の分布,組 成を

知 ることも重要 となって くる.

この点に着 目してBoyceら が最 初に結石 の組織化

学的研究 をおこなったが4),通 常,結 石 の95%は 結晶

成分であ り,光 顕的研究に必要 な薄切片 を得 るには技

術的に困難なため,EDTAに よって結石を脱灰 して

研究を進 めた.こ の研究はmatrixに つ いての性質や

形態に関 しては十分 な情報を もた ら した が,結 晶 と

matrixの 関係やそ の分布型 に ついては不 明の部分が

多 い.Khanら は最 近結 石をagar(寒 天)に て包埋

し,そ の後EDTAに て脱 灰 し て 薄切標本 を作製す

ると結石中の脱 灰され た結晶 の部分が形態 を失わずに

crystalghostと して残存す るためmatrixと 結 晶と

の相互関係が観察可能 となる ことを報告 した49).し か

し,こ の方法を用 いて も実際 の結石 をそのまま用 いて

い る の でな く間接 的 に結晶 とmatrixの 関係や分布

を推定 してい るにす ぎない.今 回,わ れわれ は鉱物研

磨標本作製に準 じて結石をで きるだけ 自然に近 い状態

で,光 顕に て 観察 で きる レベル(厚 さ約30μ)の 薄

片を作製 し研究に もちいた.

AB(pHl.0,2.5)染 色,PAS染 色に よるとシュウ

酸 カル シウム町 リン酸 カルシウム,リ ン酸 アンモ ニウ

ムマ グネシ ウムの各結石中には弱酸性,強 酸性 ムコ多

糖お よび中性糖蛋 白が存在す ることがわか り,そ の分

布は結 石の中心部周辺 では不定形(amorphous)に,

周囲に い くに したが って層状(stratiform)に 存在 し

てお り両型の比 率はシ ュウ酸 カルシウム結石では前者

が,他 の成 分の結石 では後者が大部分を 占めてい る.

また シスチ ン結 石,尿 酸結石に おい ては,AB,PAS

染色で染色性 を認 めず結 晶成 分のみ であった.カ ルシ

ウム染色であ るAL-S染 色 または マグネ ンウム染色

であ るチ タン黄染色 との併用に よる二重染色 では ムコ

多糖 の不定形(amorphous)な 部 で は そ の周囲に,

層状(stratiform)の 部はその間隙に カル シウムまた

は マグネシウムが存在 していて両者に密接 な関係 のあ

ることが推定 された.

さらに結石中の複合糖質の酵素消 化実験 をおこなっ

た結果 を各酵素 に おけ る基質特 異性 よ り判定 す ると

Table6の よ うな結果 となる.す な わ ち シュウ酸カ

ルシウム結石には コン ドロイチ ン硫 酸A,B,C,ヘ パ リ

チ ン硫 酸が,混 合結 石にはシアル酸,コ ン ドロイチ ン

硫酸A,B,C,ピ アル ロン酸が,struvite結 石には シ
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Table6.結 石 中 の複 合 糖 質 組 成

複 合 糖 貿 Ca-Ox MixedStruvite

シ ア ル 酸

ピ ア ル ロ ン 酸

コ ン ド ロ イ チ イ ン硫 酸A

コ ン ド ロ イ チ イ ン 疏 酸B

コ ン ド ロ イ チ イ ン 硫 酸C

ヘ パ リ チ ン 硫 酸

グ リコ ー ゲ ン

a-D-oannose

a-D-glucose

β一D-galactose

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

注)(+)(一)は そ の複 合糖 貿 の存 在 の有 無 を示 す

糖残 基 の(+)～(3+)は 反応 強度 を示す

ア ル酸,コ ン ドロイ チ ン硫 酸A,B,C,ヒ ァ ル ロ ン酸,

ヘ パ リチ ン硫 酸 が 存 在 し,結 石 成 分 ごとに ム コ多 糖 の

組 成 に 差 が 認 め られ,struvite結 石 の 紐 成 は シ ュ ウ

酸 カル シ ウム結 石 と混 合 結 石 の 各組 成 の和 に 等 しか っ

た.

また結 石中 の複 合 糖 質 の糖 残 基 に つ い て は 各結 石

(シ ュ ウ酸 結 石,混 合 結 石,struvitc結 石)と も α一

D。mannose,α 一D-glucose,β 一D-galactoseが 存 在 し

た が成 分 ご との 差は 認 め なか った.

以上 の こ とか ら,matrixが 複 合 糖 質か ら な り,2

つ の形 態1)不 定 形(amorphous).2)層 状(strati-

form)か ら な り,そ の組 成 も 各結 石 成 分 に よ り差 が

あ る こ とが 判 明 した.で は,こ れ らMatrixは 結 石

形 成に 対 しい か な る 働 きを もつ 因 子 で あ る で あ ろ う

か.こ れ に つ い て は2つ の見 方 が あ る.す なわ ち結 石

中のmatriaは 単な る 尿中 物 質 の 混 入 した もの で結 石

形 成時 の二 次 的 物 質 で あ る とい う見 解 と,こ れ に 反 し

て結 石形 成 に お け る初 期 の物 質 で,こ れ に 無 機物 質 が

沈 着 して結 石 を 形成 す る とい う考 え か た とで あ る.今

回われ わ れ の結 果 で は 結石 成 分別 に そ の 酸 性 ム コ多糖

の組 成 が 異 な り,ま た 例 数 は 少 な いが シ'7.チ ン結 石,

尿酸 結 石 で は 酸性 ム コ多 糖 が存 在 し て い な い こ とか

ら,こ れ らは 尿 中 成 分 の単 な る混 入 とは 考 え に くい.

なぜ な ら,も し も 単 な る 尿中 の混 入 物 質 で あ る な ら

ば,結 石成 分 の い か ん に か か わ らず 酸 性 ム コ 多糖 が

存 在 し,そ の組 成 も同 じで な け れ ば な らな い.ま た

matrixを 構 成 す る複 合 糖 質 と 無 機物 質 の 分 布 状 態 か

らみ て も両 者 に 強 い 因 果 関 係 が あ る ことは 否定 しえ な

い,

また そ の組 成 差 に つ い て,シ ュ ウ酸 カル シ ウム結 石

と,感 染結 石 で あ る リ ノ酸 カ ル シ ウ ム,リ ン酸 ア ンモ

ーウ ノ、マ グネ シ ウム な ど の混 合 結 石 に 分 け て検 討 す る

と後者 で はす でに 腎組 織 で述 べ た と同 様 な理 由 で感 染

時 に増 加す る ヒア ・レPン 酸 と シア ル酸 が結 石 中に も存

在 す る,こ の こ とは,感 染に よ り結 石 形 成 腎に お い て

酸 性 ム コ多糖 の組 成 に 異常 を 生 じす でに形 成 され て い

た シ.、ウ酸 カル シウ ム結 石 の増 大 また は あ らたに 結 石

が 発 生 す る の で はな いた ろ うか.そ の結 果,感 染結 石

では 結 石 中 の ム コ多糖 組 成 が変 化 し,形 態 的 に も不 定

形(amorphous)か ら層 状(stratiform)へ と変 化L

て い る もの と思 われ る.

酸 性 ム コ多 糖 と無機 物 質 に 関 して は,軟 骨 や 骨 組 織

に お い て詳 細 な 報告 が あ る50).軟 骨 お よび骨 は紐 織 学

的 に 支 持 紐 織 と して 分類 され,ム コ多 糖 を 多 く含 ん で

い る.こ の うち 軟骨 は と くに ム コ多 糖 が 多 い.軟 骨 に

は し だ いに 硬 化 して つ いに は 骨 に 変 わ る 一時 性 軟 骨 と

そ の ま ま の硬 さ で骨 に は変 わ らない 永 久 性 軟 骨 とが あ

る.Mathews"は 軟 骨 が骨 化 す る と き,関 係す る の

は コ ン トロ イチ ン硫 酸Aで あ る と述 べ て い る.彼 は

軟 骨 が 石 灰化 して骨 に 変わ る とき コ ン ドロイチ ン硫 酸

Aの 含 量 が増 加す る こ と を認 め,コ ン ドRイ チ ン硫

酸Aは 骨 の 形成 に 必 要 な 因 子 で あ る と考 え た.さ ら

にBurgerら は]!iol'γoに お い て 再 凝 集 コ ラ ーrン

の カ ル シ ウ ム結 合 力が コ ン トRイ チ ン硫 酸 の存 在 で増

強 す る こ とを示 した5.).ま た 糖 蛋 白 も石 灰 沈 着 の 場 を

与 え る こ とが 知 られ て おh,弾 性 線 維 のmicrofibril

に は 石 灰 が 沈 着 しや す い53>.こ れ は 糖 蛋 白に ア ル カ リ

ホ ス フ ァタ ーゼ 活性 が証 明 され て お り,そ れ に よ ・って

遊 離 す る リ ン酸 イオ ンが石 灰 沈 着 に 重 要 な 役割 を果 た

す もの と推 定 され て い る54>.

以 上 の こ と よ り結,','411織中 の基 質 を な す 複 合糖 質 一

コ ン ドRイ チ ン硫 酸,糖 蛋 白 が骨 化 つ ま り力八 シ ウ ム

沈着 に 密 接 な因 果 関 係 の あ る こ とが 示 唆 され た.し か

し,こ の こ とを す ぐに 結 石に も あ て はめ る こ とは 早 計
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であるがわれわれの結果 とあわせ て考える と結石形成

に さいして複合糖質 とくに酸性 ムコ多糖 の異常が腎,

特に 尿細管 で生 じ,こ れに カルシウムが沈着 し周囲 の

酸性 ム コ多糖環境(感1染 等)の 影響を うけ増 大 し最終

的 な結石 とな ってい くものと推定 される.

結 語

結 石 形 成 腎 お よび 腎結 石 を 用 い て それ ら組 織 中 の 複

合糖 質 の消 長 を 組織 化学ll勺に 検 索 し 以 下 の 結 果 を 得

た.標 本 は1%CPC-10%ホ ル ー!リ ノ液 に て 固 定 後,

腎組 織 は パ ラ フ ィン包埋 し4ハ の 切 片を,結 石 は 鉱

物 研 磨 標 本 作 製 に 準 じ約30μ の薄 切標 本 を お の お の

作製 し,研 究 に 用 い た.

1)対 照 腎,結 石 形 成 腎 組 織 中に は と もに 弱 酸 性,

強 酸 性 ム コ 多糖,中 性 糖 蛋 白が 存 在 した.

2)シ ュ ウ酸 カル シウ ム結 石 腎に は ヘ パ リチ ン(ヘ

パ ラ ン)硫 酸 ,混 合 結 石 腎 に は シア ル酸,ピ アル ロン

酸,コ ン ドロ イチ ン硫 酸A,B,c,ヘ パ リチ ン(ヘ ハ

ラ ン)硫 酸,リ ン酸 ア ンモ ニ ウ ムマ グネ シ ウ ム結 石 腎

に は シ アル 酸,ピ ア ルRン 酸,コ ン ド ロ イ チ ン硫 酸

A,C,ヘ パ リチ ン(ヘ パ ラ ン)硫 酸,シ スチ ン結 石 腎

に は シ アル 酸,コ ン ド ロイ チ ン硫 酸A,C,ヘ ハ リチ

ン(ヘ パ ラ ン)硫 酸 が そ れ ぞれ お もに 存 在 した.

3)上 記 の結 果 を 正 常 腎 の それ と比 較 す る と,シ ュ

ウ酸 カル シ ウム結 石 腎 で は ピア ル ロ ン酸,コ ン ドロイ

チ ン硫 酸A,B,Cの 消 失,リ ン酸 ア ンモ ニ ウムrグ

ネシ ウ ム結 石 腎 では コ ン ドロイ チ ン硫 酸Bの%fi失 な

ど各結 石成 分 に 特 異 的 な変 化 を認 め,さ らに 感染 結 石

であ る 混 合結 石 腎,リ ン酸 ア ンモ ニ ウ ム マ グ ネ シ ウム

結 石 腎 で は炎 症 反 応 に);つ く シア ル酸 の 出 現 と ピア ノし

ロン酸 の増 加 が 認 め られ た,

4)腎 組 織 中 の糖 残 基 に つ い てはConA-PO-DAB

反 応 お よびPO-RCA-1-llAB反 応 の結 果,正 常 腎,

結 石形 成 腎 と も にn-D-mannose,α 一D-glucose,、5.

D-galactoseの 存在 を認 め るが,結 石形 成 腎 では 三 者

と も有 意 に 増 加 して い た.

5)結 石 では シ ュ ウ酸 カ ル シ ウ ム結 石,混 合結 石,

リン酸 ア/モ ニ ウ ムマ ク.ネシ ウ ム結 る1に お い て 弱 酸

性,強 酸 性 ム=」多糖,中 性 糖 蛋 白 が存 在 した が,シ ス

チ ン結 石,尿 酸結 石 では 複 含 糖 質 は 存 在 しなか ・)た,

こ の結 果 か ら結 石 のmatrixはlitな る 混 入物Y'Cで は

/rcく結 石 発生 の 亜要 な 原 因 の ひ とつ と 考え られ る.

6)結 石 のmatrixは 形態 的 に 不 定 形(amore)hous)

と層 状(sLraliG・rm)に 分け られ,1〕il者 は シ..ウ 酸 ヵ

ノしシ1ブノ、糸rlfイ「ぴ)rll'〔♪音∬イ・」'謎ヱ}こ子妾=者　よ趾己でセ糸占イ`,リ ン酸

ア ノモ 轟 ウノ、マ グネ シ ウ ノ・糸i覧石 の周 辺'9'r.,付近 に 多 く認

め られ た.

7)結 石 の複 合 糖 質 組 成 は 不 定 形(amorphous)の

matrixで は コ ン ドロイ チ ン硫 酸A,B,C,ヘ パ リチ ン

(ヘ ハ ラ ン)硫 酸 か ら な り,層 状(stratiform)の

Matrixで は これ に さ らに シ ア ル酸,ピ ア ル ロ ン酸が

加わ って い た.

8)結 石 の糖 残 基 に つ い て は,結 石 腎 と同様 に 不 定

形(amorphous),層 状(stratiform)のmatrixと

も α一D-mannosc,rx-D-glucose,β 一D-galactoscの

3種 の 糖 残 基 を もつ 中 性 糖 が 検 繊 され た.

9)結 丁.1の不 定 形(amorphous)のmatrixは そ

の分 布,組 成 か ら結 石 形成 の初 期 物 質 と考 え られ,層

状(stratiform)のmatrixは 感 染 結 石 に お け る結石

成 長 助 長 因fの ひ とつ と推 定 され た.

稿を終 えるにあた り,終 始深甚な る御指導御 校閲 を賜 りま

した恩師 三矢 英輔教授 に深謝いた します.ま た直接御指導を

賜 った三宅弘治助 教授,名 古屋市立大学 第二解剖学 教室UiH3

和順教授 な らびに御協 力いただいた教室 員諸兄 に衷心 より感

謝の意を表 します.

なお本論文の要 旨は 第33回 泌 尿器 科中部連合総会 および第

72回 日本泌尿器科学 会総 会で発表 した.
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