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蔭酸 カル シウム結晶形成,成 長,凝 集に対する

CG・120の 阻止効果
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Thein}ribitoryeffectofCG-1200nthefbrmation,growthandaggregationofcalciumoxalate(CaOx)

crystalswasestimatedbytheuseofCoultercounterTAIIinthewholeurinesystemandseedcrystalmethod.

Inthewholeurinesystem,afterdeterminingthe皿etastablelimit,thefbrmationandgrowthof

calciumoxalatecrystalsprecipitatedinresponsetoaloadofso出umoxalatewasmeasured.CG・120

hadastronginhibitoryeffectontheformationandgrowthabovetheconcentrationof500μg!mL

Intheseededcrystalsystem,inhibitoryactivityofaggregation(Ia)andgrowth(Ig)werecalculated

fromthechangeinthenumber4ndvolumeofcrystals.Above250μglml,CG-120inhibitedthcaggre-

gationandgrowthofaddedCaOxmonohydrateanddihydratecrystals.CG・120theref()re皿ightbeuse-

fUI丘)rtreatingtherecurrentstonefbrmers・

(ActaUro1.Jpn.34:1073～1076,1988)
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は じ め に.

尿中で 蔭酸 カル シウ ム(CaOx)結 晶 の成 長,凝 集

阻 止物質 と してchbndroitinsulfate,heparinな ど

のacidglycosarninoglycans,RNA,giycoprotein

など高分 子物 質1-4)や クエ ン酸,magnesium,pyro-

phosphateな どの低 分 子物 質 が 報 告 され て い る.こ れ

らの うち尿 中 で増 加 させ る こ とが で き る ものは 低 分子

物 質の みで あ る.ク エ ソ酸に 凝 集,成 長 阻 止勘 果 の あ

るこ とは す で に報 告 した5)が,ク エ シ 酸製 剤 のCG-

120を 日本 ケ ミフ ァ株 式 会 社 よ り提 供 されCaOx結

晶形成,成 長,凝 集 に対 す る阻 止 効果 を 検 討 したの で

報告す る.

実 験 方 法

1.全 尿 法

a>Metastablelimitの 測定

す でに 報 告 した6)が 概要 は次 の ご と くであ る.

24時 間 尿 を採 取 後paperfilter,次 にO.45μmMi1

liporefilterを 通 し細胞 成 分 を除 去 す る,20mlの 容

器に 尿20皿1お よび0～150μM/Lに な る よ うに

sodiumoxalate(NaOxと 略 す)を200μ1添 加す

る,こ の 容器 を37℃ のshakingwaterbath中 で30分

間incubate後CoultercounterTAIIを 使 用 し

形成 され た結 晶の 各sizeご との 数を 測 定 した だ ち に

結 晶 の体 積,平 均 直 径,累 積体 積 率 な どを 算 出 した.

NaOxの 添加 濃 度 が増 加 す る につ れ あ る量 を 超 過 す

る と2μm以 上 の結 晶 が急 激 に 形成 さ れ て くる(こ

れ をmetastablelimitと 呼ぶ),こ のlimit以 上 で

は結 晶 量 は添 加 したNaOx量 に 直 線 的に 比 例 して 増

加 す る(Fig・1)・

b)NaOx30μM追 加 時 の結 晶の 変 化

尿100ml、 にmetastablelimitのNaOx量,さ

らに30μMのNaOxを 追 加添 加 し,10分 ご とに結

晶数 ・体積 を 測 定 した.

上記a),b)の 反 応 系 にCG・120を 最終 濃 度 と し

て500,1,000,2,000μ9/mlに な る よ う に 添 加 し

controlに おけ る反 応 と比 較 した.
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2.Sccdcrystalmethod5)

Caoxのmetastablcsolution(CaC12:1mM/1,

Na2C204:0.2mM/l,Nacl:o.15M/1をpH6.oに

調 整 し0.45μmMilliporefilterを 通す,)を 使用 直

前 に 作製 す る.100mlにCaOxcrystalsuspension

(半 井 薬 品CaOxmonohydrate(以 下COMと 略)

100mgを 生 理 的食 塩 水100mlに 投 入 し超 音波 にて

30分 処理)を2.5ml添 加 し,添 加 直 後 とマ グ ネチ ッ

クス タ ー ラーに て1時 間掩 絆 後 の 各siZCご との結 晶

数 をCoultercounterTAIIに て 計 測 し,control

と比較 してCG-120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(Ig)を 算 出 した.

Seedcrystalと してCOMの ほか にCaOxdi・

hydrate(COD)も 使 用 した.COD結 晶作製 法:

metastahlclimitを 測定 した 全尿 に30μM過 量 の

NaOxを 添 加 し20分 掩押 後O.45μmMilliporefilter

で 吸引 源過 す る,こ のfilterを105℃ で5分 間乾 燥

しデ シ ケ ー タ 内 に保 存 す る.ま た はCODlOOmg

を生 理 的食 塩 水100m1に 投入 し超音 波 処 理2分 間 の

の ち 冷 蔵 保存 す る.使 用 時に はCODsuspension

1・9ml(Wernessら の 報 告7)に 準 じ てCOMと

spccifiesurfaceareaカ ミ同 様 に なる よ うに した.)を

metastablesolutionに 添 加 し上 記 と同様 にIa,Ig

を算 出す る.

結 果

μMのNaox量 で あ っ た が1,000pt91m1で は105

μM,2,000pt9!mlで は150μMのNaOxを 必要 と

した.

b)NaOx(30μM)添 加 時 の 変 化

Controlに お い て結 晶数 は急 激 に増 加 し30分 後 に

はplateauに な った.体 積 は 時 間 とと もに 緩徐 に 増

加 した.結 晶の 平均 直 径 をみ る と この全 尿 系 では 時 間

経 過 に つれ て 増 大 し,5.5μmでplateauと な った.

また4μm以 上 の体 積 率 は60分 以 上 で80%を 示 した

(Fig.2=n==8,mean±SD).

CG-120を 添 加 した場 合 は,濃 度 が増 加 す るに つれ

て結 晶数 の増 加 は抑 制 され た,ま た結 晶体 積 も濃 度 に

依 存 して抑 制 効 果 が観 察 さ れ た(Fig.3).500μ9/

mlで は軽 度 の 抑制 効 果 をみ る斌1,000～2,eOOμgl

mlで は30～50%の 結 晶体 積 阻 止効 果 が あ った.

2.CG-120の 凝 集 阻 止 能(Ia),成 長 阻 止能(Ig)

Fig.4に 示 す よ うにmetastables。lution中 では

COMは 最 終濃 度250～2,000Ptglmlの 間 で凝 集阻

止 効 果 が認 め られ,2,000μ9/mlで は100%以 上 で結
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晶の溶解が認められた.GODに 対 してCG-120は

COMに 対 して よりもやや低い凝集抑制効果 を示し

たが両者に有意差は認められなかった.ま た成長阻止

能はCOM,CODと も250～2,000μ91mlで 認めら

れた.

考 察

実験に使用 したCG-120は クエン酸,ク エン酸ナ

トリウム,ク エン酸カリウムを1:2=2の 割合で含

有する合剤であり1包 に1g封 入 され ている.全 尿

を使用した系においては形成される結晶は20分 までは

99%CODで あ り,こ の系はCODの 形成,成 長

系であるといえる.こ の系においてCG・120は500

μg/ml以 上の濃度で結晶の形成,成 長を著明に抑制

した.

結石患者では尿中クエン酸排泄量が少なくこれが結

石形成の一因をなしているとも報告されている8・9).

CG-120を 人 に1日39投 与す る と尿 中 クエ ン酸排

泄 量 は338mg/dayか ら421mg/dayと 著 明 に増 加

す る10).1日 尿 量 を 且,500mlと す る と240μ9/ml

の濃 度 で排 泄 され て い る こ と に な る.250Ptg/mlの

濃 度 で は 全尿系 にお い て は ご くわ ず か な抑 制作 用 しか

認め られ ない が,服 用直 後 か ら数 時 間 にわ た っては 尿

中濃 度 の 増加 が 認め られ500geg!rnl以 上 に な って い

る と考 え られ る ため,CG・120は 尿 中 でのCaOx結

晶形 成,成 長 に対 して 抑制 効 果 があ る と考 え られ た ・

また これ らを 裏 付け るのがseedcrystalmcthod

の結 果 で あ る,こ の系 は簡 単 で再 現性 もよ く,多 くの

物 質 が この系 で評 価 され てい る.使 用す る結 晶 はCa

Ox結 晶の うち最 も安 定 とされ て い るCOMが 多 く

用 い られ てい る.し か し,尿 中 で観察 され る大 部 分 の

CaOx結 晶はCODで あ るた め従 来 のCOMを 使

用 した結 果 と比較 す る 目的 でCODの 結 晶 を作成 し

評価 した.全 尿系 で形 成 され るCOD結 晶はmeta-

stablelimitを 測定 後30μM過 量 のNaOxを 添加

す る こ とに よ り容易 に作 成 で きる.ま た この よ うに作

成 したCODの 結 晶は1年 間 以上 安 定 であ る こ とが

赤外 分 光 法,電 顕 に よ り確 か め られ た.seedcrystal

methodに お いてCODとCOM結 晶に 対 す る

CG-120のIa,Igは ほぼ 同様 の結果 を 示 す こ とが 明

らか とな った.

この よ うに 全 尿を 使 用 したinvitroの 系 に おい て

はCG-120はCOD結 晶 の形 成,成 長 を抑 制 し,さ

らにseedcrystalmethodVこ お い てはCOM,COD

結 晶 の凝 集,成 長 を顕 著 に抑 制 す る こ とが証 明 され た

わ け で,こ の結 果 はす で に報 告 され て い る ラ ッ トに お

け る クエ ン酸,ク エ ン酸 塩 の蔭 酸 カル シ ウム結 石抑 制

効果ll・12)を裏 付 け る もの と考 え る.

結 語

尿路結石の新しい治療薬として注目されているクエ

ン酸製剤のCG。120を 対象として穆酸カルシウム結

晶に対する効果を検討し次の結果を得た.

① 全尿系においてmetastablclirnitを 測定後30

μM過 量になるようにNaOxを 添加 した ところ・

COD結 晶体積の増加をみたが,CG・120は500～

2,000Pt9!mlの 濃度に依存して抑制した.

②COD結 晶を全尿にNaOxを 添加 して作製し

た.

③COMとCOD結 晶をseedと して結晶凝集,

成長系で検討したところCG-120は ほぼ同様の阻止

作用のあることが判明し,最 終濃度250～2,000μg/

m1で 凝 集,成 長阻止能が観察された.
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